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第1章 緒論
緒言
1¨1放線菌
放線菌はグラム陽性細菌群に分類され、その主な生′自、域は土壌である。肥沃な土壌lg
には100万個あるいはそれ以上とい う膨大な数の放線菌が生虐、すると言われている1。 分
離 される土壌放線菌の約95%がStrepιοmycθ属放線菌であ り、N"ardfa属が約2%、
″■Ю
“"ο
spοra属が約1.5%と続く。また放線菌は、土壌のみならず昆虫や植物、海洋、
河川などに広く分布 している。Actionomycetes(放線菌)は、その名が"ray fungus(放射
状に生育するカビ)"という意味でつけられた通 り2、 その特徴の一つはカビに類似 した複
雑な生活環を持つことにある (Fig。1‐1)3。その様式は属に固有であるが、S麟叩ιοm″θs
属放線菌の場合、胞子の発芽に始まり、栄養菌糸 (または基底菌糸)の伸長・分岐を経て、
空中に向かって伸長する気中菌糸が形成される。次いで、らせん状を呈した気中菌糸の
先端部分に隔壁が形成され、個々のコンパー トメン トが成熟 して胞子となる。 このよう
な高度な形態分化能を持つのは原核生物の中でも珍しく、放線菌は古くから原核生物に
おける形態分化研究のモデル微生物のひとつとなってきた。
放線菌のもう一つの特徴は、多種多様な生理活性物質の生産能にある。1944年、
Waksmanらによる抗結核作用を示すス トレプ トマイシンの発見以来4、 放線菌は新規生
理活性物質のスクリーニング源 として注目を浴びてきた。B6rdyらによると、これまでに
微生物より単離された生理活性物質22,500種のうち、およそ45%が放線菌に由来すると
ぃ ぅ5。 また、放線菌より単離された生理活性物質は数の多さだけでなく、その構造が多
岐に渡ることでも知られてお り、β‐ラクタム系抗生物質、ペプチ ド系抗生物質、アミノ
グリコシ ド系抗生物質、テ トラサイクリン系抗生物質、マクロライ ド系抗生物質、ポリ
エン系抗真菌抗生物質、ヌクレオシ ド系抗生物質、アンスラサイクリン系抗生物質、ア
ンサマイシン系抗生物質、ブレオマイシン系抗生物質、ポリエーテル系抗生物質が挙げ
られる6。 これらの中には、医薬、農薬、動物薬などとして実用化されたものが多数含ま
れ、放線菌は微生物産業上きわめて重要な位置を占める。
Fig. 1-1 Morphological differentiation in Streptomyces. The figure is adapted from
reference 3.
1‐2放線菌の二次代謝制御
放線菌が生産する生理活性物質は、必ずしも生産菌自身の生育には必要でないことか
ら、菌の生育や菌体維持に必要な一次代謝産物とは区別 して、二次代謝産物とよばれて
いる。この二次代謝産物の生産は、液体培養条件下において対数増殖期から定常期への
移行期に開始される傾向にあり、また固体培地上では、気中菌糸の形成に伴つて開始さ
れることが多い7,8,9。このことは、二次代謝と形態分化を協調的に調節する機構が存在す
ることを示している。これまでに二次代謝に影響を与える因子として知られているのは、
炭素・窒素・ リンなどの栄養源、cyclic AMP・GT  O ppGppといつた生理学的因子、菌
?
?
?
体密度や信号伝達物質 (オー トレギュレーターやPI factor)などの環境因子である8。 従っ
て、それぞれの因子に応答する機構が二次代謝を制御すると考えられ、その複雑 さが う
かがえる。
このような複雑な放線菌の二次代謝制御には、多数の制御因子の関与が知られてお り、
制御するレベルによつて以下の3つに分類される9,10。ぁる特定の二次代謝産物の生産に
関与する遺伝子は、通常、染色体上でクラスターを形成 してお り、そのサイズは数kbか
ら100 kbにも及ぶ11。 このクラスターには生合成酵素をコー ドする構造遺伝子、自己耐性
遺伝子、生産化合物の輸送を担 うトランスポーター遺伝子が含まれる。これら多数の遺
伝子の協調的な転写を可能にしているのが、クラスター内の制御遺伝子によつてコー ド
される"pathway‐speciic regulator(経路特異的制御因子)"である8,12,13。経路特異的制御
因子はクラスター内遺伝子のプロモーター領域に結合 し下流遺伝子の転写を活性化する。
このタイプの制御因子には、ピクロマイシンの生産制御因子PikDに代表されるLALファ
ミリー (large ATP‐binding regulators ofthe LuxR family)タンパク質14、 クラブラン酸
の生産制御因子ClaRに代表されるLysRファミリータンパク質15、青色色素の生産制御因
子RedZに代表されるレスポンスレギュレーター様タンパク質などが含まれるが16、 最も
報告例が多く、制御メカニズムが解析 されているのがSARP(Strepιοm″θs antibiotic
regulatory protein)ファミリータンパク質である17。 一般的なSARPファミリータンパク
質は、N末端側にOmpRのDNA結合 ドメインに類似 したwinged helix‐turn‐helixモチー
フを、C末端側にBTAD 6acterial transcriptional activation domain)ドメインを持つ
300アミノ酸程度のタンパク質である。標的遺伝子のプロモーター領域に存在するダイレ
ク トリピー ト配列に結合 し、RNAポリメラーゼとの協調的な複合体形成により下流遺伝
子の転写を活性化する。ダウノルビシン生合成クラスターのDnr113、ァクチノロージン
生合成クラスターのActII‐ORF417がsARPファミリータンパク質の代表として挙げられ
る。
これらSARPファミリータンパク質を含めた経路特異的制御因子の上位で機能するの
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が"pleiOtrOpic regulator(多面型制御因子)"である9,18。このタイプの制御因子は、2つ以
上の二次代謝産物の生産を同時に制御する。S麟叩ιοm″θs θοθttοf"の二成分制御系を
構成 している多面型制御因子AbsA1/AbsA2は、AbsAlによリリン酸化され活性型となっ
た転写制御因子AbsA2が、青色色素、赤色色素、カルシウム依存性抗生物質の各生合成
遺伝子クラスターに存在する経路特異的制御遺伝子の上流に結合 し、それらの転写を抑
制することにより、3つの化合物の生産を制御 している19。同じく8 θοθfゴθダαのゲノムに
コー ドされる多面型制御因子AfsK/AfsRの場合は、セ リン/スレオニンキナーゼAfsKによ
り転写因子AfsRがリン酸化され活性型 となると、標的遺伝子aFsSの転写が活性化される
20。 AfsS以降の分子メカニズムは未だ不明であるが、最終的に経路特異的遺伝子の転写
が活性化され、青色と赤色色素の生産が誘導される。このように多面型制御因子は経路
特異的制御因子の発現を調節 して、複数の二次代謝産物の生産を制御 している場合が多
い。
多面型制御因子の中でも、二次代謝 と形態分化の両方を制御する因子は"global
regulator(グローバル制御因子)"とよばれる。その代表例がS gruisθu のAdpAである21。
AdpAはraC/XylSファミリーに属す転写制御因子で、抗生物質ス トレプ トマイシンの生
合成遺伝子クラスターに含まれる経路特異的制御遺伝子sιrRの転写を活性化することに
より、ス トレプ トマイシンの生産を誘導する。また同様に、経路特異的制御遺伝子gruiR
の転写活性化を介して、黄色色素グリキサゾンの生産誘導も行 う。さらに、AdpAは気中
菌糸形成に必須なRNAポリメラーゼシグマ因子をコー ドするadM、気中菌糸形成に必須
な転写因子をコー ドするama、気中菌糸での隔壁形成に関与するssgA、気中菌糸形成に
関与する分泌型金属プロテアーゼをコー ドするsgmRなどの転写も直接的に活性化する
ため、形態分化の誘導も担っている。グローバル制御因子には、転写制御因子以外も含
まれる。TTAコドンに対するtRNALeuをコー ドするわfル1がそのひとつである22。TTAコド
ンはGC含量が70%を超える放線菌では出現頻度が低く、一次代謝関連遺伝子には見いだ
されていない一方、形態分化関連遺伝子や二次代謝に関わる遺伝子、特に経路特異的制
御遺伝子に分布する。従つて、bf激はTTAコドンを含む遺伝子の発現を翻訳レベルで調
節することにより、形態分化と二次代謝の両方を制御する。以上のように、機能するレ
ベルの異なる制御因子が階層的に組み合わさって、放線菌の二次代謝は厳密に制御され
ている。
1‐3オー トレギュレーター制御系
放線菌の中でも二次代謝産物の生産能が特に優れているStrepιοコ″θS属放線菌では、
オー トレギュレーターと称される信号伝達物質を介した二次代謝の制御が広く保存され
ている8,23。ォ_トレギュレーターは特異的リセプタータンパク質との相互作用を初発段
階とし、二次代謝関連遺伝子の転写を調節する。
1‐3‐1オー トレギュレーター
オー トレギュレーターは分子量190-240程度の低分子化合物である。脂溶性が高いこ
とから細胞内外を自由に拡散 し、自身および周囲にある細胞の二次代謝および形態分化
を数nMとぃ ぅ極めて低濃度で誘導する。また、オー トレギュレーターは高等動物のホル
モンと酷似 し、特異的リセプターを介 した信号伝達を行つていることから、放線菌ホル
モ ンとみな されている。最 も古 くか ら知 られてい るオー トレギュ レー ター は、
S名″οmyces grisθusのA‐factor(Fig。1‐2)であり、1960年代に旧ソビエ トのKhokhlovら
によつて発見された24。 Khokhlovらはス トレプ トマイシン非生産かつ胞子着生欠損のS
grlisθus変異株に、野生型株由来の低分子化合物を加えることによつて両形質が回復する
現象を発見 し、この化合物をautOregulatory factorは‐factor)と命名 した。その後、
A‐factorも含め7種のStrepιο4″θS属放線菌から14種類のオー トレギュレーターが同定
されている25。 そのいずれもがY‐ブチロラク トン骨格を有 していたことから、Y‐ブチロラ
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ク トンオー トレギュレーターという言葉が定着し、広く用いられるに至っている。
ところが2008年、CorreらによつてY~ブチロラク トン環ではなくフラン環を有するオ
ー トレギュレーターmethylenomycin furan(MMF)が同定された26。M FはS θοefuiθダα
A3(2)のSCPlプラスミドにコー ドされ、同じくプラスミド上にコー ドされるメチレノマ
イシンの生産を誘導する。ただしMMFがY‐ブチロラク トンオー トレギュレーターと同様、
極小濃度で抗生物質生産を誘導するかどうかは未解析である。本論文ではY‐ブチロラク
トン型とフラン型の2つを総 じてオー トレギュレーターとよぶことにする。
y-Butyrolactone type
A-factor
(Streptomyces gzseus)
Virginiae butanolides
(Stre pto myce s v i rgi n i ae)
Furan type
Methylenomycin furans
(srreprO177yceS Coe′たοJor A3(2))
?
?
?
?
Fig. l-2 Structures of y-butyrolactone-type and furan-type autoregulators
1‐3‐2オー トレギュレーターによる二次代謝制御 メカニズム
オー トレギュレーターによる二次代謝制御メカニズムをFig。1‐3に示 した。本制御系
にはオー トレギュレーターの特異的リセプタータンパク質が関与する。このリセプター
タンパク質はDNA結合性の転写調節因子としての機能を持ち、autoregulatory element
伍RE)といわれる逆位反復配列を含む26塩基程度のDNA領域に結合する27。従つて、ARE
をプロモーター領域に持つ遺伝子は、リセプタータンパク質による転写抑制を受ける。
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生育の適切な時期に達しオー トレギュレーターが生産されると、リセプタータンパク質
はオー トレギュレーターとの複合体を形成し、DNA結合能を失う。その結果、標的遺伝
子の転写抑制は解除され、以降、数段階の信号伝達を経て、二次代謝関連遺伝子の転写
が調節される。制御系によつては、形態分化に関与する遺伝子が信号伝達経路に含まれ
る場合もある27,28,29,30。
0 i Autoregulator
??
Autoregulatory r
element (ARE) 
-r'\
/\
/\
Fig. 1'3 Moelecular mechanism of autoregulator-signaling cascade
1‐3¨3オー トレギュレーター リセプター
オー トレギュレーターリセプターは200‐230アミノ酸からなるTetRファミリーに属す
転写制御因子である31。 N末端側のヘ リックスターンヘ リックスモチーフを含むDNA結
合 ドメインと、C末端側のオー トレギュレーターの認識に関与する制御 ドメインを持ち、
0
0
0 
。
-/""
Enzyme for
autoregulator
biosynthesis
Autoregulator
receptorI7+! >t
?
。
→
?
→
?
→
Morphological
differentiation
Secondary
metabolism
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オー トレギュレーターとの結合状態によつてDNA結合能が変化する。二次代謝制御に関
わる制御因子は、機能するレベルに応 じて経路特異的制御因子、多面型制御因子、グロ
ーバル制御因子の3つに分けられることを前述したが、オー トレギュレーター リセプター
にも類似の分類が当てはまる。
まず一つ目は、二次代謝産物の生合成遺伝子クラスターにコー ドされ、クラスターに
対応する化合物の生産を制御するタイプのリセプタータンパク質である。S麟叩ιοmyces
virginねθのバージニアマイシン生合成遺伝子クラスターにコー ドされるBarAがその代
表例である32。BarAはY‐ブチロラク トンオー トレギュレーターVBのシグナルを受け取る
と、SARPファミリータンパク質や レスポンスレギュレーター様タンパク質の転写抑制を
解除し、バージェアマイシン生産を誘導する33。 このタイプのリセプターは、一つの抗生
物質の生産に特異的に働くという点で、経路特異的制御因子の一種であるといえる。
二つ目は、二次代謝産物の生合成遺伝子クラスターの中にコー ドされ、対応する化合
物の生産を制御 しながらも、離れた位置にある生合成クラスターによつて生産される化
合物の生産も同時に制御するタイプである。その代表例 として、3 θοθffθダα A3(2)の
ScbRが挙げられる。ScbRは推定ポリケタイ ド生合成クラスター (甲女:SC06269‐6288)
に隣接 した位置にコー ドされ (scbR遺伝子:SC06265)、SARPファミリータンパク質の
発現を抑制 しているが、オー トレギュレーターSCBlの産生に伴いその抑制が解除される
と、甲女クラスターの転写が活性化される34。 また、sθbR遺伝子と赤色色素の生合成遺伝
子 (SC05877‐5888)は離れて位置するが、ScbRは赤色色素の生産も制御する35(ただしメ
カニズムは未解明)。 ScbRは2つ以上の二次代謝産物生産を制御することから、多面型制
御因子といえる。
二つ目は二次代謝だけでなく形態分化も制御するグローバル制御因子タイプのリセプ
タータンパク質であり、3夕おθusのA‐factorリセプターArpAが該当する29。ArpAは、
二次代謝と形態分化に関わる多くの遺伝子の転写活性化因子であるAdpA(1‐2項参照)を
直接のターゲットとすることにより、二次代謝と形態分化とい う異なる2つの現象の同調
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を可能にする。ただし、これまでに詳細な解析がされてきたオー トレギュレーターリセ
プターは、抗生物質生合成遺伝子クラスター内にコー ドされている場合が多く、ArpAの
ようなグローバル制御因子の報告例は最も少ない。
1‐4 Strepια刊"es a yerコ
ゴιJIs
l 4¨‐1エバーメクチン生産菌
S averm五万sは、1970年代に大村 らによる抗寄生虫活性物質の探索研究の過程で、静
岡県伊東市川奈の土壌より分離された菌株である。1979年には、3aこumゴ
"鮨
の培養物
から寄生虫および抗昆虫活性を有する抗生物質エバーメクチン (avermectin;AVM,Fig
l-4)が単離された36。その後、北里研究所 と米国メルク社 との共同開発により実用化され、
“顧みられない熱帯病 (Neglected tropical diseases)"のひとつで患者数3000‐4000万人と
いわれているヒト・オンコセルカ症の第一選択薬 として、また沖縄県地方を含めた熱帯 。
亜熱帯地域で問題 となつている糞線虫症の予防及び治療薬として、全世界で使用されて
いる37。 さらに抗ダニ活性の農薬や家畜駆虫薬としても使用されてお り、その年商は8.5
億USドルにも及ぶ。AVMは、線虫の神経細胞や筋細胞に存在する細胞膜貫通型のグルタ
ミン酸作動性クロライ ドチャネルに特異的に結合 し、クロライ ドイオンの膜透過性増加
による過分極を生じさせ、死に至らしめると言われている37,38。
ABIは低級脂肪酸が縮合 したポリケタイ ドからなる多員環ラク トンに、デオキシ糖が
配糖 した化合物である。S acttmゴ
“
嗜は構造が類似 した8種のAVM成分を生産 してお り
(Fig。1‐4)、それらは主成分であるAla、A2a、Bla、B2aと副成分であるAlb、A2b、Blb、
B2bに分けられる。中でも最も強い抗寄生虫および抗昆虫活性を有するのがBla成分であ
る。現在医薬及び動物薬として使用されているイベルメクチンは、このBla成分を含む、
AVM Bl混合体 (BlaとBlb)の22,23‐ジヒドロ体である。
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Fig. 1-4 Structures of avermectins
1‐4‐2エバーメクチン生合成経路
ABIの生合成経路は、池田らによつて精力的に研究が進められた。1)同位体標識 し
た基質の取 り込み実験、2)生合成変異株における蓄積化合物 (中間体)の同定、3)変異
株および野生型株による推定中間体の変換能の解析、4)カガtroにおける酵素反応の解析
により、生合成経路の全容がほぼ明らかとなり (Fig。1‐5)、アグリコンの生成、アグリコ
ンの修飾、配糖体化の3段階で構成されることがわかった39,40。1999年には、85 kbにお
よぶAVM生合成遺伝子クラスターの取得と、その全塩基配列が決定された。このクラス
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ターにはI型ポリケタイ ド合成酵素、アグリコンの環化・還元・メチル化酵素、オレアン
ドロースの生合成および配糖体化に関与する酵素などがコー ドされ、計18個の遺伝子
(aた)がパ凸[生合成に関与することがわかった41,42。さらに近年、仁平らと池田らは、a“
クラスターにコー ドされる制御因子AveRが、ポリケタイ ド合成酵素群やアグリコン修飾
酵素群の発現に必要な経路特異的制御因子であることを明らかにした43。
lⅢ4Ⅲ3 S.a7erコゴιJIsの生産する二次代謝産物
S ayemゴιfffsは産業上の有用性から、2003年、池田らによって全ゲノム配列が解読さ
れた44。本菌の染色体は9 Mbと原核生物の中でも極めて大きく (大腸菌:4.6 Mb、枯草菌 :
4.2 Mb)、7,500個以上の遺伝子をコー ドしている。そのうちの271遺伝子が二次代謝産物
の生合成に関与すると推定され、32種の生合成遺伝子クラスターが見いだされている
(Fig。1‐6)。 これは、ゲノム解析以前に生産が確認されていた二次代謝産物の数を遥かに
上回つており KAVM、オリゴマイシン、チロシナーゼによつて合成されるメラニン、胞
子色素、ホモゲンチジン酸由来の可溶性色素の合計5種)、 本菌が多くの二次代謝産物を
生産する能力を持つことを示すものである。また、この32種の生合成遺伝子クラスター
には、AVMを含めた11種のポリケタイ ド化合物の生合成遺伝子クラスター、8種の非リ
ボソーム型ペプチ ドの生合成遺伝子クラスター、6種のテルペン化合物生合成遺伝子クラ
スター、さらに色素やシデロフォアなどの生合成に関与する6種の遺伝子クラスターが含
まれることから、生産化合物の多様性が示唆される。さらに池田らは、ポス トゲノム解
析として遺伝子情報から予想される二次代謝産物の化学構造に基づき、培地成分などの
培養条件を検討した結果、多くの化合物の化学構造を明らかにしている11。 その一例が、
フィリピンである (Fig.1‐7)45。5つのI型ポリケタイ ド合成酵素遺伝子を含む、全長80 kb
のpιθ遺伝子クラスターは、コー ドされているタンパク質のアミノ酸配列の相同性検索や
機能検索により、抗真菌活性を有する28員環ポリエンマクロライ ド、フィリピンの生合
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成を担うと推察された。ゲノム解析以前に抗真菌活性を有するポリエン化合物の生産は確
認されていなかったことから、培地条件を検討し、スターチおよび大豆粉を主成分とする
培地での培養により、抗真菌活性を有する化合物が生産されることを見出した。 pια42
遺伝子の変異株を作製し、上記の培養条件で培養したところ、抗真菌活性を有する化合物
の生産は認められなかったことから、Pιθ遺伝子群がこの抗真菌活性を有する化合物の生
成に関与していることを確認できた。最終的に、この抗真菌活性を有する化合物を大量に
分離精製し、26員環ポリエンマクロライ ド、フィリピンIIIであることが決定された。
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Fig。 1‐7 Structure of fllipin III
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1‐4¨4オー トレギュレーター リセプター遺伝子
ゲノム解析により、本菌はAVM以外にも多くの二次代謝産物を生産する能力を持つこ
とがわかつた。 しかしながら、これらの二次代謝産物がどのような制御機構によつて調
節されているのか、その知見はほとんどない。そこで、Sじrepιοコ″θs属放線菌では二次
代謝を制御するオー トレギュレーター制御系が広く保存されている点に着目した。
本菌のゲノムより、既知オー トレギュレーターリセプターのアミノ酸配列をもとにホ
モロジー検索をしたところ、5つのリセプターホモログが見いだされた (Fig。1‐8)。 Y‐ブ
チロラク トン型オー トレギュレーター リセプター と最 も高い相同性 を示 したのは
sattη5がコー ドするタンパク質であり、S麟叩ιο
“
′θs μ士歯ηθψゴraIIsのプリスチナ
マイシン生産を制御するリセプタータンパク質SpbRと73%の相同性を示した27。そこで、
このsJttη5をa“RI(S arrmゴ
"嗜
ュutoregulatorェeceptor gene」と命名 した。興味
深いことに、a“RIの隣接遺伝子sattηδ(aθのは、S″叩め
“
″θs fr劉陽θでオー トレギ
ュレーター様物質の生産に関与すると推定されている遺伝子のホモログであった46。さら
にa“RIの遺伝子座周辺には、リセプターホモログをコー ドするsattη2とsayθηθの2
つの遺伝子があり、これらの遺伝子をそれぞれa″R2とa″Rθと命名 した。5つのリセプ
ターホモログ遺伝子のうち、say22“とsa彦
"は
互いに隣接 して位置していたが、attR
遺伝子からは離れて存在 した。say22"はフラン型オー トレギュレーター リセプター
MmfRと45%の相同性を示 してお り47、aVaLI(3ョyermf"恥autoregulator receptor
gene on left Side■)と命名 し、saπηδθをav山2とした。以上より、S avermf"先にはオ
ー トレギュレーターおよびそのリセプターによる二次代謝を制御する機構があると推定
した。そこで本研究では、S ay鉗
“
ゴ
“
嗜におけるオー トレギュレーターを同定するとと
もに、リセプターホモログの機能を解析 し、放線菌の二次代謝制御に関する新たな知見
を得ることを目的とした。
以降、第2章では、AVM生産を誘導するオー トレギュレーターの単離同定を行つた。
第3章ではオー トレギュレーター リセプターホモログAvaR3の機能を、第4章では同じ
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?
、
?
?
リセプターホモログAvaLl、AvaL2の機能を解析し、二次代謝制御への関与を明らか
した。
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AvaL2     AvaLl
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Fig. 1-8 Autoregulator receptor homologues in S. avermitilis
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第2章 エバーメクチン生産を誘導する新規放線菌ホルモンAvenolideの同定
2¨1緒言
S aJumゴ
“
鴨より見出した5つのオー トレギュレーター リセプターホモログ遺伝子の
うち、既知 リセプター遺伝子と最も高い相同性を示 したのがattRIである。a"RI遺伝
子の周辺領域にはリセプターホモログ遺伝子a“R2とa″Rθに加え、acyl‐CoA oxidase
相同遺伝子acοとcytochrome P450 hydroxylase遺伝子cypI効存ヾ在 してお り、そのシン
テニーはS麟叩ιο4″θs Fr励陥θのオー トレギュレーター リセプター遺伝子tyfPの周辺領
域と類似 していた (Fig.2‐1)。町lPは抗生物質タイロシンの生産を抑制することが報告さ
れている48。 ヶノ遺伝子に隣接するacyl‐CoA oxidas研目同遺伝子である躙 θ憧 伝子を欠
損させた場合、町lPに作用するオー トレギュレーター様物質の生産量が減少すると同時
に、タイロシンの生産も減少することが、Cundliffeらのグループと共同研究を進めてい
く過程で明らかとなった46,49。貝「ち、α費∂鑓 伝子は町lPによつて認識されるオー トレギ
ュレーターの生産に関与し、生産されたオー トレギュレーターはタイロシン生産に必要
であると推測されるが、このオー トレギュレーター様物質は未だ単離同定されていない。
そこで、S av∝m拓万sにもS Fr"レθに類似 した抗生物質生産制御システムがあるのでは
ないかと考え、acο遺伝子がAVM生産、並びにAvaRlに作用するオー トレギュレーター
の生産に関与するかをacο遺伝子の機能を破壊することにより検証した。また、AvaRlの
DNA結合能に影響を及ぼすオー トレギュレーターの単離同定を行 うことにした。
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Fig. 2- 1 Comparison of the organizations of the S. avermitilis avaR cluster and a tyl
regulatory gene cluster of S. fradiae. Genes are color-coded by the predicted function
of their products: avaRl homologues (green), autoregulator receptor homologue genes
(light green), aco homologues (pink), and cyp17 homologues (yellow). The numbers
between the dotted lines are the percentages of amino acid identity toward the
corresponding homologues of S. fradiae.
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2¨2実験材料および機器
2‐2Ⅲlプラス ミ ド
pUC19
pKU450 1Appendix l)
pKU474 1Append破1)
pKU250 0Lppendix l)
pSET152 50
pENTR(Life Technologies Japan Ltd.,Tokyo)
pET‐3d(Merck,Germany)
2‐2Ⅲ2 蔵首移k
Esc力θrfc力あ θJゴDH5a
E.θ(ガゴF~dcm△(srf‐reしヽ θθθ:Tnlθ pUB307‐ap力::Tn 751
ユ θダゴBL21(DE3)pLysS
SιttιοコンでθS avermゴtilis KA320 野生型オ未
2‐2‐3 言式
'電
特に記載のない限り、和光純薬工業 (大阪)、ナカライテスク (京都)のものを使用した。
2 2¨‐4合成オ リゴヌクレオチ ド
使用した合成オリゴヌクレオチ ドの配列はAppendix 3に記載した。
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2 2¨¨5 お艶暑予
液体クロマ トグラフィー   LaChrom L‐7100,7200,7300,7400,HITACHI
L‐6000,L‐4000,HITACHI
遠心分離機         KUBOTA5420
Himac CR 21ユHITACHI
超音波処理機        Yamato 5210,BRANSON
蛍光アナライザー      FMBIO H,HITACHI
野ph00n  9210 Variable Ⅳlode  lmageL  GE
healthcare
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2‐3実験方法
2‐3Ⅲ1200破壊株の作製
3 ayermゴ
“
鴨の染色体DNAを鋳型 とし、プライマーセ ットaco―up―Fw/aco‐up‐Reと
aco‐dw‐Fw/aco‐dwReを用いてacο上流断片 (nt 4584009‐586052)と下流断片 (nt
4586980‐4589079)をPCRによりそれぞれ増幅した。続いてpKU474を鋳型とし、プライ
マーセットloxP_resist10XP_HindIII‐Fw/Reを用いたPCRにより、月7ndIII認識部位が付
加 された1.7 kbのカナマイシン耐性遺伝子カセット (aph)を取得 した。上流および下流断
片を〃hdIⅡと]"RIで消化 した後、]ガRI処理 したpKU450と連結 した。得 られたプラ
スミドとaph断片を月7ndIⅡで処理 し、連結反応によりpLTl15を作製 した。pLTl15より
切 り出した5.8 kbのEθσRI断片をpKU250のEcσRI認識部位に挿入 し、pLTl16を得てacο
遺伝子破壊用ベ クター とした。pLTl16によるE cJf F―あ
“
△(srf‐r“ハθθaTnlθ
pUB307‐ap力::Tn7の形質転換体と、3 ayermゴ
“
聰 KA320の胞子を用いて接合伝達を行
った。S ayermゴ
“
賄の形質転換体をチオス トレプ トン耐性により選択 し、セカン ドクロ
スオーバーの誘導を行つた。チオス トレプ トン感受性かつカナマイシン耐性であるクロ
ーンを選択 し、PCRによつて目的のacθ破壊株であることを確認 した。
2 3¨¨2 acO相補株の作製
S ayermゴtilisの染 色 体 DNAを鋳 型 と し 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト
aco‐comp‐Fw/aco‐mp‐Reを用いたPCRによ りacοとその上流 を含むDNA断片 (nt
4585252‐4587837)を取得 した。 この断片をpENTR(Life Techn01ogies」apan Ltd.,
Tokyo)にクローン化 しエン トリークローンを作製 した。続いて、pSET152のEθoRV認識
部位にGateway Reading Frame Cassette C.1(Life Technologies Japan Ltd.,Tokyo)を
クローン化 し、destination vectorとしてpLTl13を作製 した。pLTl13とエン トリークロ
ーンを用いたLR反応 (LR Clonase Enzyme M破,Life Technologies Japan Ltd.,Tokyo)
により、aθο相補用ベクターpLTl17を得た。接合伝達によりpLTl17をa“破壊株に導入
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し、染色体上のaιtt φC31部位に挿入されたことをPCRで確認 した。
2 3¨¨3液体培養お よびAVM生産の定量
S avermJ“鴨の胞子を105c.■uノmlとなるよう70 ml‐APM培地/500 ml容バッフルフラ
スコに植菌 し、28°C、 160 rpmで浸蕩培養 した (BR‐300LュTAITEC)(培養時間は各実験
ごとに記載)。 培養液500 plを等量のMeOHと混合 し、10分間浸蕩後、4°C、 14,000 rpmで
10分間遠心分離を行った (KUBOTA 3700)。得 られた上清を抗生物質抽出液 として、
HPLCに供 した。HPLC解析条件は以下に示す。標品としてMeOHに溶解 したAvermectin
B(Calbiochem,Germany)を用い、AVM 8成分のうち主要成分であリシングルピークが得
られるAla、A2a、Bla、B2a成分のみを定量した。
●APM(Antibiotics production medium)培地
Glucose
Peptonized milk(OXOID,UЮ
45g
24g
Yeast extract (Becton Dickinson, USA) 2.5 g
(pH 7.5) /1L
●AVM検出用HPLC条件
HPLC         HITACHI LaChrom L‐7100,7200,7300,7400
Column      Mightysil RP‐18GP(4.6 mmφ,250 mm,粒径5 m)
Buffer       MeOH:H20:CH3CN=18:20:62
Wavelength      246 nm
Flow rate       2.O m1/min
Temperature     40°C
ItteCtiOn volume 50 μl
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2 3¨¨4 acO破壊株への酢酸エチル抽出物およびY‐ブチロラク トン型オー トレギュレ
ーターの添加
2-3‐3項に記載 した条件で、S avermゴιゴIis KA320野生型株およびacθ破壊株を48時間、
液体培養 した。50 mlの各液体培養液に酢酸を加え、pH 5以下になるよう調整 した。酢酸
エチル (各100 ml)で3回抽出を行い、抽出液を濃縮乾固後、2.5 mlのH20に再溶解 した。
これを121°Cで20分間オー トクレーブしたものを酢酸エチル抽出物とした。尚、同オー ト
クレーブ条件でリガン ド活性が低下しないことは、野生型株抽出液を用いて確認 した。ネ
ガティブコン トロール として、APM培地に由来する酢酸エチル抽出物を用いた。続いて
,a“rmゴιffis KA320 a“破壊株を液体培養 し、48時間が経過 したところで、調製 した酢
酸エチル抽出物の4分の1量(オー トクレーブにより蒸発 した量を考慮の上)を添加 した。合
成品A‐factOr、SCBl、VB‐C、 IM‐2‐C5は250‐300 nM(60 ng/ml)となるよう添加 し、144
時間目まで培養を継続 した。
2 3¨‐5 70 ml培養液 におけるAvaRl‐igand活性測定のための酢酸エチル抽 出物の
調製
48時間培養 した70 mlの液体培養液より5 mlを50 ml容コニカルチューブに回収 し、酢
酸を加え (約20 pl)pH 5以下になるよう調整 した。酢酸エチル (各10 ml)で3回抽出した後、
3,500 rpmで5分間遠心分離 し (KUBOTA5420)、酢酸エチル層を回収した。約30 mlの酢
酸エチル抽出液を濃縮乾固した後、l mlの20%EtOHを加え、超音波処理 KYamato 5210,
BRANSON)により再溶解 した。綿濾過により得られたろ液を酢酸エチル抽出物 (5倍濃縮)
とし、AvaRl‐igand活性の測定に使用 した。
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2‐3‐6 rAvaRlタンパ ク質の調製
attRI遺伝子を含むDNA断片を、プライマーセ ットrAvaRl‐Fw/rAvaRl‐Reを用いた
PCRにより取得 した。この断片を比 dとBamHIで消化後、pET‐3d(Merck)のNあI‐3amHI
認識部位にクローン化 し、rAvaRl発現用プラスミドpLTl18を構築 した。pLTl18による
ユ θ」 BL21(DE3)pLysSの形質転換体を20 mlLB培地/100 ml容三角フラスコ (アンピシ
リン50 μg/ml、クロラムフェニコール25 pg/ml)に植菌し、37°Cで一晩、前培養 した。200
ml LB培地/500 ml容坂 ロフラスコ (アンピシリン50 pg/ml、クロラムフェニコール25
μg/ml)に前培養菌を2 ml植菌し、120 spm、37°CでOD600=0.4になるまで培養 した。IPTG
を最終濃度が0.5mMとなるよう添力日し、さらに4時間培養を継続 した。4°C、 8,000 rpmで
20分間遠心分離をして (Himac cR 21E HITACHI)菌体を回収 し、0.9%NaCl溶液で洗浄
した後、菌体濃度が100 mg/mlとなるようbuffer Aに再懸濁 した。菌体を超音波破砕 (1分
x5回、氷冷)KYamato 5210,BRANSON)した後、遠心分離 (上記と同一条件)により上清
を回収 し、これを粗タンパク質溶液とした。Buffer Aで平衡化 したDEAE‐Sephacel陰イオ
ン交換カラム (Phadia,uppsala,Sweden)に粗タンパク質溶液をアプライし、1,250 ml(5
ベッド相当)のbuffer Aで溶出した。次いで750 ml(3ベッド相当)のbuffer Bで溶出し、10
mlを1画分とし回収 した。280 nmにおける吸光度が増加 し始めた21番目の画分以降を10
画分ずつまとめ、限外ろ過により濃縮 した。タンパク質の定量にはBradford法(PrOtein
Assay Kit,BIO‐RAD)を用い、BSAによつて検量線を作成 した。SCBl結合活性値が最も
高かった61‐70番目の画分 をrAvaRlタンパ ク質溶液 とした。rAvaRlの精製度合 は
SDS‐PAGEによつて確認 した。
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●Buffer A
20 mM ■iethanolamine‐HCl(pH 7.0)
50mM KCl
20%v/v  Glycerol
l lnⅣl  l,4-Dithiothreitol
O.lmM O―Amidinophenyl)methanesulfonyl fluoride
oBuffer B
20 mM Tliethanolamine-HCl (pH 7.0)
150 mM KCI
20%o vlv Glycerol
1 mM 1,4-Dithiothreitol
0.1 mM (p-Amidinophenyl)methanesulfonyl fluoride
2‐3‐7グルシフ トアッセイによるAvaRli¨gand活性の検出
井 口らによりrAvaRlタンパク質はacο遺伝子の上流にあるacο‐AREに結合すること
を明 らか に してい ることか ら52、 aCO~AREを含むDNA断片 をプ ライマーセ ッ ト
aco―gel―Fw/aco―gel‐Reを用いたPCRにより取得 した。この断片を動 ″HI処理後、pUC19
のBamHI認識部位 に導入 し、acο‐AREプローブ作製用プラス ミドpLTl19とした。
pLTl19を鋳型とし、FITC標識されたプライマーセットM13‐47/RVを用いてPCRを行い、
得られたPCR産物をグルシフ トアッセイのDNAプローブとして使用 した。
作製 したプローブと、2‐3‐6項で調製 したrAvaRlタンパク質溶液を用いて、以下の反
応液を調製 した。ネガティブコン トロールとしてrAvaRlの代わりにbuffer Bを用いた。
DNAプローブ
2x binding buffer
46 fmol
6.75111
Poly(dI‐C)。Poly(dI‐C)(SIGMA‐ALDRICH」APAN,Tokyo)    1.7511g
8.1 pmolrAvaRl
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Up to 14.O lll
25°Cで10分間反応 させた後、AvaRl―igand抽出液 (2‐3‐4項で調製)を加え、25°Cでさ
らに5分間反応させた。コン トロールには抽出物の代わりにMeOHまたはEtOHを用いた。
TGE bufferを用い、5%ポリアクリルアミドゲルを100V(一定電圧)であらかじめ20分間
泳動 した後、ウェルに反応液を全量注入 した。移動距離を知るために、反応液を入れな
かったレーンに6x BPB液を10 pl注入 した。100V(一定電圧)でBPBがゲルの末端に移動
するまで電気泳動 した。蛍光アナライザー (FMBIO Ⅱ,HITACHI)または町ph00n 9210
Variable Mode lmager(GE healthcare)によリプローブの蛍光を検出した。
●2x binding buffer
50 mM ■iethanolamine―HCl(pH 7.0)
30011nM KCl
20%v/v Glycerol
●TGE buffer
50 mM ■ is‐HCl(pH 8.5)
380 mM Glycine
2mM EDTA
●5%ポリアクリルアミドゲル
5x TGE buffer
CIlycerol
10 1nl
l.35 ml(fina1 2.7%v/v)
30%Acrylamide(29:1)     8.33 ml(fina1 5%v/v)
10%AInmoniulln persulfate       500 111
TEⅣIED 50111
Up to 50 ml(5‐6 sheets)
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2 3¨¨8 AvaRl¨ligandの抽出お よび精製
AvaRl‐igand活性を指標に精製を進めた。100 ml種培地/500 ml容三角フラスコ2本に
Sa■umゴ
“
鴨KA320の胞子を植菌し、30°C、200 rpmで48時間、前々培養を行つた。前々
培養液200 mlを20L種培地/30L容ジャーファーメンターに植菌し、30°C、 200 rpm、通
気量20L/minで40時間、前培養 した。20Lの前培養液の全量を2トンの半合成培地に植
菌 し、28°C、 100 rpm、通気量1,000L/minで24時間、本培養 した。尚、前培養 と本培養
のファーメンターは日本マイクロバイオファーマ株式会社 (旧メルシャン,東京)の所有
物である。培養液を200Lの合成吸着剤Diaion HP‐20(三菱化学,東京)と混合 し、吸着剤
を2倍量のH20で洗浄後、2倍量のMeOHで溶出した。溶出液を濃縮乾固した後、半分量
を用いてCHC13により抽出した (200 mlx 5)。CHC13抽出液を減圧濃縮 し、得られた抽
出物2.2gをシリカグルカラムクロマ トグラフィーに供 した (70～230 mesh,30 mm x
150 mm)。n‐Hexane/CHC13A/1eOHの混合液により溶出を行つたところ、 CHC13加IeOH
(99:1)画分が最も高い活性を示 した。該当画分を濃縮 し、濃縮物108 mgをHPLC(条件1)
で分離 し、溶出時間45‐60分の画分を回収 した。濃縮乾固後、得られた4.7 mgをさらに
HPLC(条件2)で分離し、73分のピークを分取、濃縮乾固して1.2 mgを取得 した。
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●種培地
Glucose
Soy flour
Yeast extract
5g
15g
5g
(pH 7.2)
●半合成培地
Glucose
NaCl
K2HP04
LIgS04・7H20
(NH4)2S04
Yeast extract
FeS04・7H20
ⅣInS04・H20
ZnS04・7H20
CaC03
/ 1 L-tap water
60g
2g
O.5g
O.lg
2g
2g
O.05g
O.05g
O.05g
5g
$H 7.2)
●HPLC条件1
| | L-tap water
HPLC
Column
Buffer
Wavelength
Flow rate
HITACHI L‐6000,L‐4000
PEGASIL ODS(20 mm x250 mm,粒径5pm)
20%CH3CN
210 nm
9.O mVmin
●HPLC条件2
HPLC
CoIumn
Buffer
Wavelength
Flow rate
HITACHI L‐6000,L‐4000
PEGASIL ODS(10 mm x250 mm,粒径5μm)
15%CH3CN
210 nm
4.O mVmin
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2‐4実験結果
2‐4‐l acO破壊株におけるAVM生産量の解析
AVM生産におけるaθο遺伝子の関与を調べるため、aθο破壊株を作製 しABI生産プロ
ファイルを解析 した結果、a“破壊株ではAVM生産量が顕著に減少し、培養138時間日で
は野生型株の6%の生産量しか検出されなかった (Fig.2‐2A)。acθ破壊株にa“遺伝子を導
入 した相補株では、AVMの生産量は野生型株 と同程度にまで回復 したことから、a“遺伝
子はAVM生産に必要な因子であることが明らかとなった。
aθOの遺伝子機能はNI硼I生合成機構には関与しないため (1‐4‐2項参照)、 a“破壊株に
おけるAVM生産量の減少は、AVM生産誘導に関わるシグナル分子の欠失に起因するので
はないかと予想 した。そこで、野生型株の培養液から調製 した酢酸エチル抽出物をa“破
壊株に添加 したところ、AVM生産が回復 した (Fig.2‐2B)。一方、acθ破壊株の培養液か
ら調製 した酢酸エチル抽出物では、a“破壊株のAVM生産は回復 しなかつたことから、野
生型株に存在するAVM生産誘導シグナルは、acθ破壊により消失 したと推定される。この
AVM生産を誘導するシグナル分子がY‐ブチロラク トン型オー トレギュレーターであるか
調べるため、過剰量の合成品A―factor、SCBl、VB‐C、 IM-2‐C5をa"破壊株の培養液に
添加 し、そのAVM生産誘導能力を検証 した。その結果、a“破壊株におけるAVM生産は
回復 しなかったため、Y‐ブチロラク トン型オー トレギュレーターとは異なる低分子化合
物がAVMの生産誘導に関与している可能性が示唆された。
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Fig. 2'2 Avermectin production in the aco mutant. G) Production profiles of
avermectin in the wild-type strain (filled squares), aco mutant (open circles) and
aco-complemented aco mutant (filled triangles), respectively. (B) Restoration of
avermectin production in the aco mtrtant with the AcOEt-extracts from S. avermitilis
strains and y-butyrolactone autoregulators. NA, no additioni M, the AcOEt-extract
from APM medium. The AcOEt-extract or synthetic y-butyrolactone autoregulator
(ZfO-aOO nM) were added into the culture of the aco mtttant at 48-h of cultivation,
and the amounts of avermectin were measured in the culture broth after 144-h of
cultivation.
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2 4¨‐2 acO破壊株 におけるAvaRlⅢigand生産量の解析
acο遺伝子に隣接するayaRI遺伝子は、オー トレギュレーター リセプターホモログをコ
ー ドする。井口らにより、大腸菌より調製 したrAvaRlタンパク質がacοの上流域にある
acο‐ARE(30 bp)に結合することを、グルシフ トアッセイおよびDNase Iフットプリンテ
ィング法によって明らかにしている (Fig.2-3A)52。リセプタータンパク質はオー トレギ
ュレーターによりそのDNA結合能が変化するため、AvaRlのDNA結合能を変化させる物
質 ∈avRl―igandと呼ぶ)が野生型株の培養液中に存在するかどうか検証 した。2-3‐5項
に従い、野生型株の培養液から調製 した酢酸エチル抽出物を、rAvaRlとDNAプローブ
(acο‐AREを含む)との複合体に添加 したところ、rAvaRl―DNA複合体の解離が検出された
(Fig.2-3B)。従 って、野生型株 はAvaRl‐igandを産生す ることがわかった。 この
AvaRl‐igandの生産量を定量するために、AvaRlをDNAプローブから解離させる活性を
AvaRl―igand活性 とし、rAvaRl‐DNA複合体の半分量を解離させるAavRl‐ligand量を1
unitと定義 したところ、野生型株の培養液には560 unit/mlのAvaRl‐igandが存在するこ
とがわかった (Fig.2-3C)。次に、AvaRl‐igandの生産にacο遺伝子が関与するかを調べ
るため、a“破壊株の培養液を解析 したところ、AvaRl…igand活性は野生型株の4%に満
たないことがわかった。またacθ破壊株へのacO遺伝子の導入により、AvaRl‐igand活性
値は野生型株のレベルにまで回復 した。以上の結果を2‐4‐1項の結果と合わせて考えると、
acyl‐CoA oxidaseをコー ドするacοはAvaRl‐igandの生合成に必須であると考えられ、こ
のAvaRl‐igandがAVM生産を誘導するシグナル分子 として働 くのではないかと予想 し
た。
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Fig. 2-3 Influence of AcOEt-extract on DNA-binding activity of rAvaRl. (A)
Comparison of the AvaRl-binding sequence, aco-ARE, with the ARE consensus
sequence defined in Folcher et a1.27 (B) Effect of S. avermitilis extract on
DNA-binding activity of rAvaRl. The AcOEt-extract prepared from the wild-type
culture broth after 70-h of cultivation was used in the gel-shift assay. (C)
AvaRl-ligand activity in the aco mutant. AvaRl-ligand activity at 48-h of cultivation
was detected by using the gel-shift assay.
'機 、
?
?
?
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2 4¨¨3培養液か らのAvaRli¨gandの抽出
AVM生産誘導因子として推定されたAvaRl―igandの単離を試みた。低分子信号伝達
物質は極低濃度で有効であるために、実質の生産量が少なく、構造決定に必要なmgオー
ダーの精製 品を確保す るには トン単位 の培養 が必須であると考 えた。 そ こで、
AvaRl―igandの単離には野生型株の2トン培養液を用意 した (培養条件の詳細は2‐3‐8項
参照)。 精製は、AvaRl‐igand活`性を指標 として進めていった (Table 2‐1)。 培養液に
Diaion HP‐20を加え活性物質をメタノールで溶出した。この溶出液を濃縮乾固して得ら
れた抽出物の比活性は1.6x103 unit/mgであつた。この抽出物の半量 (11:3g)を用いて
CHC13抽出した。減圧濃縮後、残澄2.2gをシリカゲルカラムクロマ トグラフィーに供 し
た。■‐Hexane/CHC13ハIeOHの混合液により溶出を行ったところ、CHC13加IeOH(99:1)
画分が1.3x105 unit/mgと最も高い比活性を示すことがわかった。そこでこの濃縮物108
mgを逆相HPLCで分離 し、溶出時間45‐60分の画分を回収 した。濃縮乾固後得られた4.7
mgをさらに逆相HPLCで分離 し、73分に現れたピークを分取、濃縮乾固して1.2 mgを取
得 した。この精製物の比活性は1.O x 107 unit/mgを示したことから、比活性基準で6,300
倍、重量基準で9,400倍精製 したことになり、回収率は67%であつた。
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Table 2- 1 Purification of AvaRl-ligand
Step Yield
Activity
(x107 unitS)
Specific^ Purification
activitv (-fold)(unit/mg)
1,000 L culture
HP‐20 adsorption
CHC13 eXtract
Silica gel chromatography
lst HPLC(ODS)
2nd HPLC(ODS)
11.3g
2.2g
108 1ng
4.7 mg
l.2 1ng
1.8
1.8
1.4
1.2
1.2
1,600
8,200
130,000
2,600,000
10,000,000
1
5
81
1,600
6,300
2中4‐4 AvaRl¨ligandの構造決定
2‐4‐3項で精製 したAvaRl‐igandは、北里大学の池田らによつてその平面構造が解析
さオЪ、 4,10‐dihydroxy‐10‐lnethyl‐9‐oxo‐dodec‐2‐en‐1,4‐olide(1)ととた定]さオした1(Fig。2‐4,
Appendix 2)。本平面構造についての従来の報告はない。化合物1は2つの不斉炭素を含む
ため、池田らによりCDスペク トルとキラルクロマ トグラフィーを用いた立体配置の解析
が さ れ た 結 果 、 AvaRl‐igandの絶 対 構 造 は
(4鳥10月)‐4,10‐dihydroxy‐10‐lnethyl‐9‐oxo‐dodec‐2‐en‐1,4‐olideと2夫定]さオした1(Fig.2‐4,
Appendix 2)。
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1Fig. 2-4 Chemical structure of natural avenolide (1).
2¨4‐5化学合成品4S,10■1のAvaRl…igand活性
AvaRl‐igand(4810■1)の骨格構造及び立体構造の違いが、AvaRlとのアフィニテ
ィーに影響を与えるかを検証した。2‐3‐7項に記載した反応系で、北里大学の長光らのグ
ループにより化学合成された4,10■1のAvaRl‐ligand活性を測定したところ53、 3.1
pmolの4,10■1によりrAvaRl‐DNA複合体の半分量が解離したことから、4S10R‐1の
3.l pmolがlUに相当することがわかった。Y~ブチロラクトン型オー トレギュレーターの
中でAvaRlが最も高い結合活性を示すSCBlでは、rAvaRl‐DNA複合体の半分量の解離に
8.2 nmol必要であつたことから、4鳥10■1はSCBlの26,000倍ものAvaRl‐ligand活`性を
示すことがわかつた (Table 2‐2)。 次いで、4位と10位の立体配置及び10位の水酸基が
AvaRl‐igand活性に重要であるかを検証するため、立体異性体4R,10■1と4こ10S‐1の
合成品及び、10位の水酸基が欠失 した(49‐10‐dehydroxy‐1の合成品を用いて53、
AvaRl‐igand活性 を測定 した。4,10Slでは活性値が半分 とな り、4R,10■1と
(49‐10‐dehydroxy‐1では活性値の顕著な減少が確認されたことから、4位の立体配置及
び10位水酸基の存在がAvaRlによつて認識されるために重要であることが示唆された。
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Table 2'2 Comparison of dissociation activity against the rAvaRl-DNA complex
among avenolide and synthetic avenolide analogues.
Compound Relative activity
//
0
(4S,10R)‐1
(4S,10S)…1
100
50
4.2
1.2
0.0038
(4R,10R)‐1
(4S)-1 O-dehydroxy-1
SCBl
//
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2‐4…6化学合成品4S,10■1によるAVM生産誘導
4,10■1がAVM生産を誘導する因子であることを確かめるため、合成品4鳥10R‐1を
2‐3‐4項で記述した方法と同様の方法によりaω破壊株の培養液に添加 した。4810■1の
添加により、a“破壊株のAVM生産が野生型株のレベルにまで回復した (Fig.2‐5D。従
つて、4810■1がA4/1の生産を誘導する因子であると結論し、avenolide(S acttmJιゴfis
butenolide)と名付けた。Y‐ブチロラクトン型オー トレギュレーターは、液体培養条件下
では数nMとぃぅ極低濃度で抗生物質の生産を誘導する。そこで、acθ破壊株のAVM生産
を誘導するavenolideの最小有効濃度を解析 したところ、4 nMであることがわかった
(Fig。2‐5B)。従って、avenolideはnMレベルでAVM生産を誘導するシグナル分子である
と結論した。また、avenolideの添加量を増加すると、添加量依存的なパnI生産量の増加
が観察され、50 nMのavenolide添加時には野生型株の1.8倍量のAVMを生産することが
わかった。(ただし50 nM以上添加しても、AVM生産量の更なる増加は見られなかった。)
従つて、avenolideによりAVMの生産性を向上できる可能性を示すことができた。
(Fig. 2-5) Synthetic (4910R)-1 was added into the culture of the aco mutant at 48-h
of cultivation and the amounts of avermectin were measured in the culture broth
after 136-h of cultivation. (A) HPLC chromatogram of avermectin production in the
aco mutant by addition of synthetic (4S,10,R)-1. Synthetic (4S,10R)-1 was added at a
final concentration of 15 nM. Peaks eluted at 4.5, 5.2, 6.2, 8.7, 9.5, and 12.3 min are
avermectin components, B2a, A2b, A2a, B1a, A1b, and A1a, respectively. A peak
eluted at 7.I min is oligomycin A. (B) Avermectin production with increasing
concentrations of synthetic (4S,10,O-1. Error bars represent standard deviations
from triplicate experiments.
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Fig. 2'5 Effect of avenolide on avermectin production.
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2¨5考察
2‐5¨1新規オー トレギュレーターavenolideの同定
本章では、S.acumゴιゴfisより、リセプタータンパク質AvaRlによつて認識 されるオ
ー トレギュレーター としてavenolideを同定 した (Fig.2‐4)。Avenolideはこれまで
Strep"“″θs属放線菌で報告されているY‐ブチロラク トン型、もしくはフラン型のオー
トレギュレーターとは異なるブテノライ ド骨格を有し、その側鎖構造も大きく異なつた。
またavenolideは4 nMという最小有効濃度でAVMの生産を誘導することが明らかとなつ
た (Fig.2‐5)。 3 virginuiaθのY‐ブチロラクトン型オー トレギュレーターVB‐Aが液体培養
中のバージエアマイシン生産を誘導する最小有効濃度は2.6 nMであること54、 また
Sじrepめm″θsねyendufaθ FRI‐5のオー トレギュレーターIM‐2は最小濃度3.2 nMで青色
色素生産を誘導することを考慮すると55、aVenolideのAVM生産を誘導する最小有効濃度
はY‐ブチロラク トン型オー トレギュレーターが二次代謝産物の生産を誘導する最小有効
濃度に匹敵する。以上より、avenolideは極微量でAVM生産を誘導する新規のオー トレギ
■レーターであると結論 した。
2Ⅲ5‐2 Avenolide生合成経路の推定
本研究により、ayaRI遺伝子に隣接するaω遺伝子がavenolideの生合成に必須である
ことが明らかとなつた (Fig.2‐2)。aω遺伝子がコー ドするacyl‐CoA oxidaseはco)は、Fig.
2‐6に示 したavenolideの推定生合成経路において、C‐2位とC‐3位の二重結合の導入に関
与するのではないかと推測 している。また、attRI遺伝子のもう一つの隣接遺伝子のフ17
もaven01ide生産に関与することが明らかになっている (Elisaらによる未発表データ56)。
のフ17遺伝子はcytochrome P450 hydroxylase(Cyp17)をコー ドすることから、Cyp17が
C‐10位の水酸基の導入を担 う可能性が高い。一方、Y‐ブチロラク トン型およびフラン型
オー トレギュレーターの生合成には、グリセロール誘導体と脂肪酸誘導体の縮合反応を
担 うAfsAファミリータンパク質が関与すると報告されているが57,26、s.a VermゴιJIsの
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AfsAホモログをコー ドするaya4遺伝子は、破壊株の解析からavenolide生産には関与し
ないことがElisaらにより確かめられた (未発表データ56)。従つて、化学構造だけでなく
生合成経路もこれまで同定されているオー トレギュレーターとは異なるという点で、
avenolideは新しいタイプのオー トレギュレーターであると考えられる。
CoA、
s
C,ctanoy卜CoA
Ю
午
賊 血 e
NH2
11
CoA、s午
2‐Mothylbutyry卜CoA
Fig. 2-6 Hypothetical biosynthetic pathway of avenolide.
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2‐5‐3ブテノライ ド型オー トレギュレーターの放線菌における分布
Avenolide生合成遺伝子とavenohdeリセプター遺伝子のシンテニーは、タイロシン生
産菌のS fr痴臓θに加えて、さらに2つの生理活性物質生産菌の染色体ゲノム上に見られ
る (Fig。2‐つ。したがってブテノライ ド型オー トレギュレーターが乱″″om″eS属放線
菌に広く保存されている可能性が考えられる。よつてavenolideによる抗生物質生産誘導
のメカニズムが明らかになれば、AVMの生産性向上につながるだけでなく、その知見を
広く放線菌の分子育種にも役立てることができると考えられる。さらには、avenolideを
S麟?tom/cesNの様々な菌に投与することによつて、休眠状態にある二次代謝産物の生
産を活性化させることもできると期待される。
"ff,ffif* *ffitl?- Aevr*oAo*daso
Streptomyces ave rm iti li s
(Avermectin prcducer)
Steptomyresfndiae
(Tylosin producer)
Sfrepfomyces glunaensis ATCC 1 467 2
(Moenomycin produer)
躙 誦 器鰤 り 6044    SCM 6045
Fig. 2'7 The biosynthetic gene clusters of the avenolide family of autoregulators.
Genes are color-coded by the predicted function of their products: avaRT homologues
(gteen), aco homologues (pinD, and csryTThomologues (yellow).
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第3章 AvaR3による抗生物質生産および菌糸形態の制御
3¨1緒言
AvaR3は、Strepιο
“
″θs ambο力ごθnsのAlpW(43.1%相同性)58、s fradiaθの時lQ
(39.2%)59、strttιοmycθs au“aFaご"sのAurlR(37.1%)60などのオー トレギュレーターリ
セプターホモログと高い相同性を示す。アミノ酸配列のアライメン ト解析により、AvaR3
はオー トレギュレーター リセプターに特徴的な1)DNA結合 ドメインと、2)オー トレギュ
レーターの結合に重要であるとされる トリプ トファン (■p)残基61が保存されていること
がわかつた (Fig.3‐1⇒。 ところが、AvaR3のDNA結合 ドメインと特p残基の間には、他
の リセプタータンパク質には全 く見 られない75アミノ酸か らなる領域が存在す る。
Hydropathy plotの結果より (Fig.3‐lB)、この領域は親水性が高くタンパク質表面に露出
している可能性が示唆された。また、AvaR3をコー ドする全てのコドンを解析すると、3
番 目の塩基がGまたはCである確率は87%であり、S″
"ι
ο
“
″θs属遺伝子の平均値92%よ
りも下回つていた62。 ところが、AvaR3を75アミノ酸から成る親水性ス トレッチ部分とそ
れ以外の部分に分けてみると、前者は先のGC含量が73%であるのに対 し後者は92%とな
つたことから、a"Rθは元々の遺伝子からフレームシフ トまたは挿入変異の結果生じた遺
伝子ではないかと予想 した。そこで、この75アミノ酸に対応する遺伝子領域をBLASTN
およびBLASTXで解析 したが、相同性を持つDNA領域やタンパク質は見つからず、機能
の推定には至らなかった。また、従来のオー トレギュレーター リセプター遺伝子は、抗生
物質の生合成遺伝子クラスター内またはそれに隣接 して存在 し、その抗生物質の生産を制
御 している例が多く報告されている (1-3‐項参照)63,49。ところが、ayが
"遺
伝子の周辺に
抗生物質の生合成遺伝子クラスターはなく、最も近い二次代謝産物の生合成遺伝子クラス
ターでも約50 kbも離れていることから、ayaRθが二次代謝制御に関与するのか疑間が持
たれた。そこで本章では、8a“rmゴ励鮨の二次代謝制御におけるavaRθの機能を同定す
ることを試みた。
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A
cprB
AvaRl
AvaR2
AvaR3
ArpA
ScbR
Ty■P
CprB   80
AvaR1  76
AvaR2  80
AvaR3 128
ArpA   75
BarA   83
ScbR   75
TylP   76
B
Helix¨turn‐he‖x
RAAI
AATIT
ATTI
ASLRRIEAPRRWDVPRRDEAASKQGAAS
fc+lmFFnFc---
TLHVAVPESG---
PPQ-AVPEOP---
IIACEALPAQRCGVPERCCVPERCCFAERCCFARHECASAYGCSSRYECAPERC
LLRECTCDPI
79
75
79
127
74
82
74
75
140
140
138
217
132
142
134
138
Fig. 3-1 Properties of AvaR3 protein. (A) Sequence alignment of the N-terminal
regions of AvaR proteins with those of y-butyrolactone-autoregulator receptors. The
amino acid sequence alignment was created using CLUSTALW
(http:ilu1i*n.genome.jpD. The numbers indicate the amino acid positions within each
sequence. The secondary structure elements of CprB are shown above its sequence.
The filled triangle indicates an important residue for conformational changes of the
autoregulator receptor upon binding ofthe y-butyrolactone autoregulator as proposed
by Natsume et aFr. Black boxes and gray boxes in the alignment indicate positions at
which the same amino acid is found in at least seven and five of the eight sequences,
respectively. CprB (8AA28748) and ScbR (CAA}7620 from S. coelicolor A3(2), AvaRt
(elCzl,qtz), AvaR2 (P'/'Czt+tq), and AvaR3 (geczr+rs) from S. avermitilis, ArpA
(84'.4.36282) from S. griseus, BarA (84A06981) from S. virginiae, and TytP
GAD40S01) from S. fradiae. (B) Hydropathy plot of AvaR3 protein represented in
Kyte-Doolittle scale. The position of the extra stretch of 75 a.a. residues is enclosed by
grey box.
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3‐2実験材料お よび機器
3‐2‐1プラス ミ ド
pKU451(Appendix l)
pKU474 1Appendix l)
pKU250 1Appendix l)
pENTR(Life Technologies Japan Ltd.,Tokyo)
pLTl13(2‐- 項参照)
pCR4‐TOPO(Life Technologies Japan Ltd.,Tokyo)
3‐2Ⅲ2 硝首夕朱
Esc力θrfθ力あ co■iDH5a
ユ θοIゴF~dcm△(srf‐rθα→θθθ:Tnlθ pUB307‐ap■::Tn7
0ne Shot TOP10 Chemically Competent」鳳 θJゴ(Life Technologies Japan Ltd.,
Tokyo)
Strttιο
“
″ θS ayα
“
Jtilis KA320N野生型株
3 2¨¨3 言式勁起
特に記載のない限り、和光純薬工業 (大阪)、 ナカライテスク (京都)のものを使用した。
3‐2‐4合成オ リゴヌクレオチ ド
使用した合成オリゴヌクレオチ ドの配列はAppendix 3に記載した。
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3‐2‐5機器
液体クロマ トグラフィー   LaChrom L‐7100,7200,7300,7400,HITACHI
遠心分離機            KUBOTA5420
KUBOTA3700
A/1iniSpin plus,Eppendorf
顕微鏡およびカメラ     OLRIPUS BX50
0LYVIPUS DP70
UNIBLITZ VMM‐Dl
Real‐tilne PCR          Applied Biosystellns 7300 Real‐Time PCR Sy tem
51
3¨3実験方法
3Ⅲ3Ⅲ127J"破壊株の作製
S avermJ"鴨の 染 色 体 DNAを鋳 型 と し 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト
avaR3-up―Fw/avaR3-up‐ReとavaR3‐dw‐Fw/avaR3‐dw‐Reを用いてayaRθ上流断片 (nt
4582958‐4584926)と下流断片 (nt 4580176‐4582218)をPCRによりそれぞれ増幅 した。
得 られた2断片を″hdIIIと助TIで消化 し、題ndIII処理 したpKU451との連結により
pLT341を作 製 し た 。 続 い て pKU474を鋳 型 と し 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト
loxP_resist」oxP_助eI‐Fw/Reを用いたPCRにより、助d認識部位が付加された1.7 kbの
aph断片 (2‐3‐1参照)を取得 した。apθI処理 したaph断片をpLT341の印d認識部位に挿
入 し、pLT342を構築 した。pLT342より切 り出した5.7 kbの3ガRI断片をpKU250のユガM
認識部位に挿入 し、得 られた"例留遺伝子破壊用ベクターをpLT343とした。pLT343に
よ る E ωIF~&“△(sゴ‐red)θθaTnlθ pUB307‐ap五::Tn7の形 質転 換 体 と,
acumゴ
`Jffs KA320の
胞子を用いて接合伝達を行つた。S averm五万s形質転換体をチオス
トレプ トン耐性により選択 し、セカン ドクロスオーバーを誘導 した。チオス トレプ トン
感受性かつカナマイシン耐性であるクローンを選択 し、PCRによつて目的のay″薔破壊
株の構築を確認 した。
3‐3‐2 27aFθ相補株の作製
S avermゴtilisの染 色 体 DNAを鋳 型 と し 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト
avaR3‐comp‐Fw/avaR3‐comp‐Reを用いたPCRによりay』
"遺
伝子とその上流領域を含
むDNA断片 (nt 4581968‐4583157)を取得した。この断片をpENTR(Life Technologies
」apan Ltd.,Tokyo)にクローン化し、エントリー クローンを作製した。pLTl13(2‐‐2項
参照)と構築 したエン トリークローンとのLR反応 (LR Clonase Enzyme Mix,Life
Technologies」apan Ltd.,Tokyo)により、a aR鉢目補用ベクターpLT362を得た。接合伝
達によりpLT362をavが
"破
壊株に導入し、染色体上のaιtt φC31部位に挿入されたこと
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をPCRで確認 した。またコン トロール株 としてpSET152を導入 したattR鍬壊株を作製
した。
3¨3Ⅲ3液体培養
S ayα
“
ゴ
“
悔KA320Nの胞子を107c.f.u./mlとなるよう70 ml‐APM培地/500 ml容バ
ッフルフラスコに植菌し、28°C、 160 rpmで48時間浸盪培養 した。培養液を50 ml容ファ
ルコンチューブに適量移 し、遠心により菌体を回収 した (KUBOTA 5420)。等量のAPM
培地を用いて菌体を懸濁、洗浄する操作を、2回繰 り返 した。再び等量のAPM培地に菌
体を懸濁し、懸濁液を1.2 mlずつ1.5 ml容チューブに分注した。液体窒素で凍結 したもの
を前培養菌体として‐80°Cで保存 した。
本培養は前培養菌体をOD600=0.3となるよう70 ml‐APM培地/500 mlバッフルフラス
コに植菌し (n=3)、28°C,160 rpmで浸盪培養 した。サンプリングは、先端を切除した
P5000用白チップ2本をピペ ットマンに連結して行い、培養24時間日は2.5 ml、48時間目
は3.O ml、以降24時間おきに144時間目まで3.5 mlずつ取ることとした。
3‐3¨4液体培地からの抗生物質抽出
3‐3‐3項にならい、本培養を行つた。サンプリングした培養液のうち500 plを用いて
2‐3‐3項に記載した方法により抗生物質抽出液を調製した。
3Ⅲ3Ⅲ5固体培地からの抗生物質抽出
12穴プレー ト(12 Well Cell Culture Cluster,costar)の各ウェルに2.5 mlのYMS‐MC
培地またはAPM固体培地を入れ、105c.f.u./wellとなるよう胞子を植菌し、28°Cで静置培
養した けMS―MC培地は8日間、APM培地は10日間培養)。 生育した菌体が付着したまま
培地を四分割し、5 mlのメタノールを入れた15 ml容コニカルチューブに移した。室温で
遮光しながら、30分間120 spmで浸蕩抽出した。遠心分離 (KUBOTA 5420)によつて回
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収 した5 ml抽出液のうちl mlを1.5 ml容チューブに移 し、胞子を取り除くため、4°C、
14,000 rpmで5分間遠心を行つた (KUBttTA 3700)。得 られた上清を固体培地からの抗
生物質抽出液とした。
.n/1s‐Mc培地
Yeast extract(Becton Dickinson,US対
Malt extract(Becton Dickinson,USA)
Soluble starch
Agar
(pH 7.5)  /1L
オー トクレーブ後、フィルター滅菌 した2 M MgC12,2 M CaC12溶液を最終濃度が10
mMとなるよう添加した。
●APM固体培地
GlucOse
Peptonized milk(OXOID,UЮ
Yeast extract(Becton Dickinson,USA)
Agar
(pH 7.5)  /1L
3‐3¨6抗生物質の定量
3‐3‐4項、3‐3‐5項で調製した抗生物質抽出液を用いてHPLC解析により抗生物質の定
量を行つた。AVMの解析条件は2‐3‐3項に記載した通りである。抗生物質オリゴマイシン
の定量にはAVMと同じ条件を用いた。抗生物質フィリピン (Fig。1‐7)の定量は以下に示
す HPLC解析 条 件 を 用 い た 。 標 品 に は Oligomycin from Strepιomyces
dfasぬιttЮ
“
ornes(SIGMA‐ALDRICH JAPAN,Tokyo)およびFilipin complex from
Strepιοコンでθs■碑油ηnsお(SIGMA‐ALDRICH JAPAN,Tokyo)を用いた。
4g
10 g
4g
20 g
45.Og
24.Og
2.5g
15.Og
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●Filipin検出用HPLC条件
HPLC         HITACHI LaChrom L‐7100,7200,7300,7400
Column      Mightysil RP-18GP(4.6 mmφ,250 mm,5pm)
Buffer       ⅣIeOH:H20:CH3CN=20:50:30
Wavelength     336 nm
Flow rate       l.2m1/1nin
Temperature     40°C
ItteCtiOn volume 50 pl
3…3‐7 HPLCによる二次代謝産物の解析
25 mlのnIS‐Mc培地に108c.■u./plateとなるよう胞子を植菌し、28°Cで静置培養を
した。7日間培養後、培地を約l cm角に切 り、25 mlのMeOHを入れた50 ml容コニカル
チューブに移 した。室温で遮光 しながら、30分間120 spmで浸盪抽出した。遠心分離
(KUBOTA 5420)によつて回収 した25 ml抽出液のうちl mlを1.5 ml容チューブに移 し、
胞子を取 り除くため、4°C、 14,000 rpmで5分間遠心分離を行った (KUBOTA 3700)。得
られた上清を固体培地からのメタノール抽出液とした。液体培養液からの二次代謝産物
の抽出は3‐3‐4項と同様に行つた。それぞれの抽出液を以下の条件でHPLCにより解析 し
た。
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●二次代謝産物解析用HPLC条件
HPLC        HITACHI LaChrom L-7000,7100,7200,7300,7455
Column      CAPCELL PAK C18(UG80,粒径5μm,4.6mmI.D.x250 mm)
Buffer A      MeOH+0.01%TFA
100
Buffer B      H20+0.075%TFA     80
360
,
ま 40
20
0
Flow rate      l.O m1/min
Wavelength   200‐500 nm(フォ トダイオー ドアレイ検出器)
Column Oven    35°C
ItteCtiOn volume 100 pl
3‐3‐8乾燥菌体重量の測定
先端を切除した青チップで1.5 mlの培養液 (750 pl x2)を取り、あらかじめ乾燥させ
重量を測定しておいたろ紙 伍DVANTEC,No.2,55 mm)にのせた。ブフナーろうとと脱
気ビンを用いて吸引濾過し、蒸留水で洗浄した後 (3 mlx4回)、 75°Cの乾燥機で重量が
一定になるまで乾燥させた。
3‐3…9形態分化観察および胞子形成量の測定
以下の7種類の培地を25 mVplateとなるよう作製した。107_108c.f.u./ml程度に希釈し
た胞子懸濁液を綿棒で植菌した後、28°Cで静置培養した。胞子形成量の比較解析には、
25 mlのAPM固体培地に胞子を107c.■u.塗り広げ、28°Cで10日間培養 した。つまようじ
でプレー トの全面から菌糸と胞子をかき取り、50 ml容コニカルチューブ内の滅菌水に懸
??
?
??
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
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濁した。懸濁液を綿濾過した後、3,500 rpmで8分間、遠心分離した (KUBOTA 5420)。 回
収した胞子をl mlの20%グリセロール溶液に懸濁し、この懸濁液を希釈してYMS‐MC培
地に広げ、胞子数を計測した。
●ISP4増争ナ也
ISP M[edium 4(Becton Dickinson,USA)37g
/1L
・ MM(+0.5%mannitol)培地
L‐asparagine
K2HP04
LIgS04・7H20
FeS04・7H20
Agar
(pH 7.0)   /1L
オー トクレーブ後、培地100 mlに対 し以下の試薬を添加 した。
200/O Ⅳlannitol 2.5 11nl
●オートミー ル培地
Oatlneal(The Quaker oats Company9 Chicago)    20g
Agar 15g
0.50 g
O.50 g
O.20 g
O.01 g
10.00 g
(pH 7.0)  /1L
最終培地容量の半分量の蒸留水とオー トミールをビーカーに入れ、火にかけた。沸騰
後、弱火で15分間加熱 した。火を止め粗熱が取れたところで、3枚に重ねたガーゼで濾
過 した。 ビーカー内の残留物は蒸留水で洗い、同様に濾過 した。pHを調整 した後、メ
スアップした。
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●R5培地
SucrOse
GlucOse
Yeast extract(Becton Dickinson,USA)
Casamino acid(Becton Dickinson,USD
K2S04
MgC12・6H20
10 x TYace element solution
TES buffer
Agar
/1L
オー トクレーブ後、培地100 mlに対 し以下の溶液を添加 した。
103.00 g
10.00 g
5.00 g
O.10g
O.25 g
10.12 g
O.20 1nl
5.73 g
22.00 g
0.5%KH2P04
5 M CaC12・2H 0
20%L‐proline
lN NaOH(オー トクレーブ不要)
〈10 x Trace element solution〉
ZnC12
FeC13・6H20
CuC12・H20
MnC12・4H20
Na2B407・10H20
(NH4)6M07024・4H 0
1.0
0.4
1.5
0。7
ml
lnl
lnl
ml
40
200
10
10
10
10
mg
mg
mg
mg
mg
mg
/100 mL
●SFM培地
Soya flower(RainbOw wholefoods,UЮ
D(―)‐LIannitol
Agar
20g
20g
20g
/1L
オー トクレーブは2回行つた。
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3 3¨‐10顕微鏡によるペ レッ トの観察
水で約200倍に希釈した液体培養液をスライ ドガラスに適量取り、カバーガラスをか
けずに顕微鏡 (OnmPus Bx50,村中研究室所有)で観察した (接眼レンズ10倍、対物
レンズ10または20倍)。 カメラ (O]圏劉PUS DP70)とシャッター ドライバー (UNIBLITZ
VMM―Dl)を用いて、ペレットの写真撮影を行つた。ペレットの長軸と短軸の平均値を直
径とし、フラスコ1本につき10個のペレットの直径を測定した。
3‐3‐1l RNA抽出
3‐3‐3項にならって本培養を行い、培養24、48、72時間日の菌糸を吸引ろ過により回
収 した。菌糸を乳鉢に移 し、液体窒素で冷却しながらパウダー状になるまです りつぶ し
た。以降、RNeasy Mini Kit(QIAGEN,USA)のプロトコールにしたがつてRNAを精製
した。カラム1本につき50 μlのRNase‐free waterを2回アプライ し、RNAを溶出 した。
得 られたtotal RNA溶液は‐80°Cで保存 した。
3Ⅲ3‐12 DNase I処理
3‐3‐11項で調製 したRNAを用いて、以下のように反応液を調製 し、37°Cで30分間反応
させた。
Total RNA
10x DNase l buffer
RNase lnhibitor(40U/111)(TAKARA Bio,Shiga)
DNase I(RNase‐free)(TAKARA Bio,Shiga)
酸性 フェノール:クロロホルム (1:1)溶液を200
(MiniSpin plus,EppendorOにより水層を回収 した。
RNase‐free waterに溶解し、‐80°Cで保存した。
200 111
pl加え攪拌 した後 、遠 心分離
エ タノール沈殿 の後、20,1の
2011g
20111
2111
8111
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3‐3‐13 RTⅢPCR解析
1)3‐3‐12項で調製 したDNase I処理済みのRNAを用いて、PCRチューブに以下の反応液
を調製 した。
Total RNA(DNase l treated)                          l μg
Randolln Prillner(100 ng/111)(Life Technologies Japan Ltd.,Tokyo)       l lll
dNTP(2.5 mM each)(TAKARA Bio,Shiga)                    4111
RNase free H20                                   6 111
13111
2)サーマルサイクラーを用いて65°Cで5分間変性処理 した後、急冷 した。
3)上記の反応液を以下のように調製 した。25°C5分、50°C60分、70°C15分で逆転写反
応 を行った。
反応液                            13 pl
5x First Strand buffer                                     4 111
0.l LI DTT                                       l lll
Recombinant RNase lnhibitor(40U/111)(TAKARA Bio,Shiga)    l lll
SuperScript III Reverse l)anscriptase(200U/111)               l lll
(Life Technologies」apan Ltd.,Tokyo)
20111
4)逆転写反応産物19 plと133 plのH20を混合 し、8倍希釈液を作製 した。分注 して‐20°C
で保存 した。
5)以下のように反応液を調製 し、PCR反応を行つた。また、染色体DNAの混入がない
ことを確かめるため、逆転写産物の代わ りに6.25 ng/pl total RNA溶液2 p を用いた。
cDNA溶液 (8倍希釈液)
Primer Fw(10 pM)
Primer Re(10,M)
DⅣISO
2.O lll
O.5111
0.5111
0.7111
GoTaq Green Master Mix 2x (Promega KK) 5 pl
H20 1.3111
10111
6)PCR産物5,1を2%アガロースグルで電気泳動 した。
??????
?
?
?
?
?
?
?
?
?
97°C
97°C
58°C
72°C
4°C
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3 3¨‐145′¨RACE(Rapid amplification of 5′cDNA e ds)解析
GeneRacer Kit(Life Technologies Japan Ltd.,Tokyo)を用いて以下の手順で行つた。
尚、原核生物のmRNAの5′末端にはキャップ構造が無いことを考慮して、キットのプロ
トコールに記載されているCIP処理は行わず、TAP処理から始めた。
1)3‐3‐12項で調製 したDNase I処理済みのRNAを用いて以下の反応液を調製 し、37°Cで
1時間反応 させた。
Total RNA(DNase l treated)
10x TAP Buffer
RNaseOut(40U/pl)
TAP(0.5U/pl)
211g
l lll
l lll
l lll
DEPC H20 Up to 10 111
2)プロトコール通 りにフェノールクロロホルム処理およびエタノール沈殿を行つた。
3)得られたペ レットを7 μlのDEPC H20に溶解 した。
4)3)のRNA溶液によってRNA Oligo(0.25 pg)を溶角年した。
5)65°Cで5分間熱処理をした後、氷中で急冷した。
6)以下の反応液を5)のRNA溶液に加え、37°Cで1時間ライゲーションを行つた。
反応液
10x Ligase Buffer
10 mM ATP
RNaseOut(40U/pl)
T4RNA ligase(5U/μl)
10111
7)フェノールクロロホルム処理およびエタノール沈殿の後、1l μlのDEPC H20に再溶解
した。
8)以下の反応液を調製した。
±7111
l lll
l lll
l lll
l lll
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Ligated RNA
Random primers (f OO ng/pl) (Life Technologies Japan Ltd., Tokyo)
dNTP Mix (r0 mM each) (TAKARA Bio, Shiga)
1l lll
l lll
l lll
13111
9)65°Cで5分間熱処理をした後、氷中で急冷した。
10)上記の反応液を用いて以下のように調製 した。
逆転写反応を行つた。
反応液
5x First Strand buffer
O.l M DTT
RNaseOut(40U/111)
25°C5分、 50°C60分、 70°C15分で
SuperScript III Reverse TYanscriptase (200 U/pl)
20111
逆転写反応液にRNase H(2U/pl)をl pl加え、37°Cで20分間反応 させた。
反応産物を4倍希釈 した後、以下の反応液を調製 し、lst PCRを行つた。
13111
4111
l lll
l lll
l lll
?
?
?
?
?
?
?
?
逆転写産物 (4倍希釈液)
GeneRacer 5'Primer(10 mM)
Gene speciic primer l(10 mM)
DⅣISO
GoTaq Green ⅣIaster LIix 2x
(Promega KK,Tokyo)
H20
1.O lll
O.5111
.5111
0.7 pl
5.O lll
2.3111
13)12)のPCR産物を用いて2nd PCRを行つた。
lst PCR prOduct
GeneRacer 5′Nested Primer(10,M)
Gene specific primer 2(10,M)
DMSO
GoTaq Green Master Mix 2x
(Promega KK,Tokyo)
H20
10111
2.O lll
2.5111
2.5111
3.5111
25.O lll
15.5111
???????
「
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
97°C
97°C
60°C
72°C
4°C  ∞
???????
?
―
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
97°C
97°C
60°C
72°C
4°C
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50111
14)50 μlのPCR産物を3%アガロースグルで電気泳動し、検出された断片をQIAquick Gel
Extraction Kit(QIAGEN,USA)により抽出した。
15)TOPO TA Cloning Kit for Sequencing(Life Technologies Japan Ltd.,Tokyo)を用い
て抽出したDNA断片をクローン化した。以下の反応液を調製し、37°Cで10‐30分間、連
結反応を行つた。
DNA断片
Salt Solution
pCR4‐TOPO
Up to 6.O lll
16)キットのプロ トコールに従い、連結反応産物によるOne Shot TOP10 Chemically
Competent a coI(Life Technologies Japan Ltd.,Tokyo)の形質転換体を取得 した。形質
転換体より抽出したプラスミドの塩基配列を解析 し、転写開始点を決定した。
3‐3‐15 qRT‐PCR解析
1)プラ イ マ ー 作 成 用 ソ フ ト ウ ェ ア Primer3 (BROAD INSTITUTE
http://www.broadinstitute.org/cmapのを用 いてayaRI、 a羅J2、 響οDのORF内に
qRT‐PCR用プライマーを設計した。以下に特に留意したプライマー設計条件を示す。
Prillner size:20‐22 nt
Primer Tm:Opt 69°C(Max Tm difference:3°C)
Product length:90‐130 bp
Product Tnl:ⅣIax 90°C
ay慶
"遺
伝子解析用のプライマーは、attRθの転写開始点から破壊株作製時に残した5′
末端領域までが増幅できるような位置に設計した。尚、染色体DNAを鋳型にPCRを行い、
0.5‐4.5111
1.O lll
O.5111
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得られた増幅断片の塩基配列を読むことによって、設計通りのDNA断片が増幅できるこ
とを確認した。
2)野生型株、ayガ
"破
壊株、avaR鉢目補株から抽出した培養24、48、72時間日のtotal RNA
(DNaseI処理済み)を用いてcDNAを合成 した。Total RNA量を2 pg使用したこと以外は、
3‐3‐11項の1)‐3)に記載 した条件 と同じである。
3)逆転写反応産物19 plをFig.3…2のように希釈 し、-20°Cで保存 した。尚、cDNAの合成
効率はどのサンプルでも同じであると考え、合成後の定量は行わなかった。そこでcDNA
の量は、合成に用いたRNAの量で表記することにした。
19μ1      40μ:      20μ1      20μ1      20口1      20μ!A∩ AA
X': 100        25        12.5       2.5        0.5        0.1       002
Prepared
The cDNA samples used for making a standard curve
The cDNA samples for quantification
Fig. 3-2 Dilution of cDNA samples
4)RNA溶液に染色体DNAが混入していないこと、もしくは無視できる程少量であること
を確かめるため、cDNAの代わりにRNAサンプルをPCRの鋳型として用いる必要がある。
?
?
?
?
?
‥ ?? ?‐??
*cDNA synthesized from X ng of RNA are present in 1 pl of solution
几 … △R3 R3 Comp
25
125
25
05
01
002
?? ‐＼
+:
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通常の定量用サンプルの場合、1反応あた りl ngのRNAから合成 されたcDNAを使用する
ことか ら、0.5 ng/plのRNA溶液を調製 し、これを1反応あた り2,1使用することとした。
5)手袋を着用 し、1反応あた り以下の反応液組成になるようprem破を作製 した。
Primer Fw(10,M)                               o.4 μl
Primer Re(10 μM)                              o.4 pl
SYBR Green PCR 1/1aster Mix(Life Techn01ogies」apan Ltd.,Toky )   10111
H20                                       7.2111
20111
MicroAmp Optica1 96-Well Reaction Plate(Life Techn01ogies Japan Ltd.,Tokyo)にプ
レミックスを18 plずつ分注した後、鋳型を2 μlずつ加えた。鋳型には3)で調製 した検量
線作成用のcDNAサンプルと、定量に用いるcDNAサンプルを使用し、1つのサンプルに
対 し反応液を3つ用意 した。ネガティブコン トロールとしては4)で調製 したRNAサンプル
またはH20を使用した。
7)MicroAmp Optical Adhesive Film(Life Technologies Japan Ltd.,Tokyo)と専用の
CompressiOn padを用いて、96穴プレー トをシールした。プレー トを室温で1,800 rpm、
5分間遠心 し (原島研究室所有 )、 反応液 に気泡がない ことを確認 した。Applied
Biosystems 7300 Real‐Time PCR System(原島研究室所有)を用いて以下の条件でPCR
を行つた。
Holding stage Cycling stage
(40 cycles)
97・Ct
Dissociation stage
・Modined frOm default∞ndition
Condition of real‐tim  PCRFig。3¨3
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3‐4実験結果
3‐4‐l avaR鍬壊株 における液体培養条件下での抗生物質生産量の解析
S ay"“」励鴨は主要二次代謝産物 として3種の抗生物質AVM、オ リゴマイシン
(OLM)、フィリピン (FLP)を生産する。AvaR3が抗生物質生産制御に関与するかどうか
を調べるため、野生型株 とa"R鍬壊株における抗生物質生産プロファイルを液体培養
条件下で比較 した (Fig.3-4)。野生型株におけるAVM生産は培養72時間目から検出され、
120時間目まで増加 したのに対 し、a″R鍬壊株では野生型株の1%にも満たない量の
AVMしか生産されなかった。一方FLPは、野生型株では120時間目に最大生産量に達 し
たが、avメ
"破
壊株では72時間日に野生型株の6倍量を生産 した。OLM生産については、
野生型株 と破壊株の間に変化は見られなかった。ABIおよびFLP生産量の変化がayaRθ
遺伝子の破壊に起因するかどうかを確かめるため、ゎ例明破壊株にayが
"遺
伝子を導入
し2つの抗生物質の生産量を解析 したところ、野生型株 と同じ生産プロファイルとなつた。
以上より、AvaR3はAVM生産を正に、FLP生産を負に制御することがわかった。
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0 2    48   72   96   120  144
■me(h)
Fig. 3'  Production profiles of avermectin (A) and filipin (B) in the wild-type strain
ffilled squares), LavaRB mutant (open circles), and avaR}-complemented
exoconjugant Gilled triangles) in liquid culture. Error bars indicate the standard
deviations from triplicate cultures.
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3‐4Ⅲ2ayaR3破壊株 における抗生物質生合成遺伝子群の転写解析
AvaR3はABIとFLPの生産を制御することから、AvaR3がそれら2つの抗生物質の生
合成遺伝子の転写を制御 している可能性が考えられる。そこで、RT‐PCRにより、ayaRθ
破壊株におけるABIとFLPの生合成遺伝子群の転写を解析 した。18個のAVM生合成遺伝
子 (ay∂のうち、転写単位が異なると推定される9遺伝子についてその転写を解析 したと
ころ、野生型株では培養48時間目に全ての遺伝子の転写が検出されたのに対 し (Fig.
3‐5A)、ay』薔破壊株では5つの構造遺伝子 (aveAl,ayeA4,aydtt a“BIII,a“BJ総
の転写レベルが、48時間日で顕著に低くなっていた。ayメ憾破壊株にayが
"遺
伝子を導
入 して作製 した相補株では、野生型株 と同程度の転写量が検出されたことから、AvaR3
は一部のAVM生合成遺伝子の転写活性化に必要であると言える。さらにa“遺伝子群の
転写活性化因子をコー ドするaフア胡 の転写量は、ayメ愕破壊株では48時間日で野生型株に
比べて顕著に減少 していた。しかし72時間目ではその転写が明瞭に検出できたことから、
AvaR3はaκ月を適切なタイ ミングで転写活性化するために必要であることがわかった。
よつてayガ
"破
壊株におけるAVM生産量の減少は、AveRの制御下にあるa ye遺伝子群の
転写が減少および遅延 したことに起因すると推測 した。
続いて、ay″
"破
壊株において早期過剰生産が見られたFLPの生合成遺伝子クラスタ
ーの転写パターンを調べたところ、解析 したどの遺伝子においてもAvaR3依存的な転写
パターンは見られなかった (Fig。3‐5B)。従つて、a"R鍬壊株におけるFLP生産量の変
化は、生合成遺伝子の転写調節によるものではないことがわかった。以上より、AvaR3
はAVM生合成遺伝子の転写を活性化することによりAVM生産を正に制御 し、生合成遺伝
子の転写調節 とは別のプロセスに作用 してFLPの生産を負に制御することがわかった。
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Fig。 3‐5 Gene expression analysis of biosynthetic genes for avermectin(´O and filipi
(B)by RT‐PCR.
(Fig. 3-5) WT, the wild-type straini A,avaR?, L,avaRS mutanti LavaRSlavaR7,
avaR?-complemented exconjugant. Total RNA was isolated from mycelia harvested at
24, 48, and 72'h of cultivation. (A) The avermectin biosynthetic genes investigated in
the present analysis are indicated by dark grey. sav944 that is not involved in
avermectin biosynthesis is represented by black. Avermectin production started
between 48-h and 72-h of cultivation. In the PCR, the following numbers of
amplification cycles were used: 27 cycles for the aveR and aveBVIII transcripts, 25
cycles for the rpoD lranscript, and 30 cycles for the transcripts of the other genes. (B)
The filipin biosynthetic genes investigated in the present analysis are indicated by
dark grey. Filipin III production in the A,ava&i mutant was 2- and 6-fold higher
compared to that in the wild-type strain at 48-h and 72-h of cultivation, respectively. In
the PCR, the following numbers of amplification cycles were used: 23 cycles for the
transcripts of pteB, pteD, and pteF,25 cycles for the rpoD transcript, and,26 cycles for
the transcripts ofthe other genes.
3¨4¨3 ay』
"破
壊株における固体培養条件下での抗生物質生産量の解析
S麟叩ιοmyces属放線菌は、液体培養条件下では菌糸を伸長 して生育するのに対 し
(submerged sporeと呼ばれる胞子を形成する菌種もある)、 固体培地上では形態分化を伴
った生育をすることから明らかであるように、両培養条件下では生理的に異なるイベン ト
が起こっている64。 従つて、生産される二次代謝産物も異なれば、それを制御する機構も
異なる65。そこで、液体培養において抗生物質生産を制御することが明らかとなったAvaR3
が、固体培養条件下においても抗生物質生産制御に重要な役割を果たすのかどうかを調べ
ることとした。3‐3-6項の方法によりAPM固体培地とYMS‐MC培地におけるa″R鍬壊株
の抗生物質生産量を検証 した。APM固体培地においては、ay』
"破
壊株のAVM生産は79%
減少 し、FLP生産は3.3倍に増加 したが (Fig.3‐6A)、OLM生産に変化は見られなかった。
ayがり破壊株にa“R鑓伝子を導入 して作製 した相補株ではAVM、FLPの生産ともに部分
的ではあるが回復することがわかった。同様にnIS‐Mc培地においても、avaRθの破壊に
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よりAVM生産量は69%減少し、FLP生産量は1.7倍に増加したが、OLM生産に変化は見ら
れなかつた (Fig。3‐6B)。av』
"破
壊株へのayが薔遺伝子の導入によつてAVMとFLPの生
産は野生型株と同程度にまで回復した。よつて、固体培養時においても液体培養時と同様、
AvaR3はAVM生産を正に、またFLP生産を負に制御することがわかった。ただし、破壊株
でのAVM生産量が野生型株の約1%にまで低下した液体培養時と比べると、固体培養では
約7-8割程度の減少に留まった。よって固体培養時にはAvaR3以外にも別の因子がAVM生
産に関与していると推測される。
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Fig. 3-6 Antibiotic production in the L,avaRB mutant on solid media. WT, the
wild-type straini L,avaR?, L,avaRS mutanti A,avaR3lpSET1"52, L,avaRB carrying
pSET152; L,avaRSlava&S, avaR?-complemented exconjugant. Error bars indicate the
standard deviations from triplicate cultures.
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3‐4‐4 AvaR3によつて制御 され る二次代謝産物の探索
AvaR3がAVMとFLPに加えて他の二次代謝産物の生産も制御するかどうかを解析す
ることにした。3‐3‐7項の方法で液体培養144時間目のメタノール抽出液と、7日間培養後
のⅧ IS―MC固体培地からのメタノール抽出液を調製 し、フォ トダイオー ドアレイ検出器
付きのHPLCで解析 した。その結果、液体培地からの抽出液では、野生型株 と破壊株の
間にピークプロファイルの変化は見られなかった。一方、固体培地からの抽出物では、
破壊株の34.4分のピークが野生型株よりも増加 していた (Fig.3‐70。ay慶
"破
壊株に
attR鑓伝子を導入 した相補株では、野生型株のレベルにまで生産量が戻つたことから、
AvaR3がこの化合物の生産を抑制することが考えられる。
このピークの最大吸収波長は276 nmであり (Fig.3-7B)、FLP ⅡI(溶出時間:41.7分)
よりも極性が高い。a“R鍬壊株ではFLP生産量が増加 していたが、このピークにはポ
リエン化合物特有のUV吸収が見られないこと、FLP生産量との相関が観察されないこと
から、このピークに対応する化合物はFLP関連物質ではないと推察した。また、生産量
の減少 しているAVMの関連物質が蓄積 したものとも考えられるが、液体培養時にはこの
ピークは検出されないことからその可能性は低い。以上より、AvaR3が抗生物質以外の
二次代謝産物の生産を制御 していることが明らかとなつた。今後このピークに対応する
化合物を同定することによつて、AvaR3による二次代謝制御機構がさらに理解できると
期待される。
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Fig. 3-7 Secondary metabolite production in the L,avaRS mutant on solid media. (A)
HPLC chromatogram at 275 nm of MeOH extract from solid culture of the wild-type
strain (WT) and LavaRS mutant (LavaRS), and solid media ffMS-MC). (B) UV spectra
of the peak eluted at 34.35 min in the wild-type sample and eluted at 34.43 min in the
sample LavaRS mutant.
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3¨4¨5 27aR銀壊株における形態分化観察
オー トレギュレーター リセプターが形態分化の制御に関与することが報告されている
(1-3-2項参照)。 そこでAvaR3が形態分化を制御するかどうか確かめるため、野生型株 と
ay″
"破
壊株を7種の培地 はPM培地、ISP4培地、MM培地、オー トミール培地、R5培地、
SFM培地、Ⅷ IS―MC培地)に画線培養 し、形態分化を観察 した。その結果、APM固体培地
を除く合計6種の培地では、野生型株 とa"R鍬壊株の間で生育速度の差や胞子形成能の
差は見られなかった。
APM固体培地では、a″R鍬壊株は正常に基底菌糸を形成 したが (Fig.3-8A,4日間培
養後)、 気中菌糸形成に異常が現れることがわかった。8日間培養後の写真が示すように、
野生型株では基底菌糸表面全体が厚い気中菌糸層により覆われているのに対し、ayガ
"破
壊株では基底菌糸表面の一部のみが気中菌糸で覆われ、形成された気中菌糸の層は野生型
株よりも薄いように感 じられた。8日日以降も"例%破壊株における気中菌糸の形成量は
野生型株のレベルにまで達することはなく、胞子形成に移行 していった。以上より、AvaR3
は培地特異的に気中菌糸の形成を促進する因子であることが示唆された。a"R鍬壊によ
って気中菌糸形成が乏しくなったことは、胞子形成にも影響を及ぼすのではないかと考え、
野生型株 とattR鍬壊株においてAPM固体培地上で形成される胞子の量を比較 した (Fig.
3‐8B)。その結果、野生型株では8.6x106c.■u./cm2の胞子が形成されたのに対 し、破壊株
では野生型株の約6分の1量しか形成されなかった。
破壊株で観察された形態分化の変化がa"Rθの破壊に起因するかどうかを確認するた
め、ayが
"破
壊株にみ」留遺伝子を導入 し、形態分化を解析 したところ、気中菌糸形成お
よび胞子形成量の部分的な回復が観察された (Fig.3‐8)。破壊株 とコン トロール株におけ
る気中菌糸形成および胞子形成量が異なつたことから、aιβ φC31部位への遺伝子相補用
ベクターpSET152の導入が形態分化に負の影響を与えたため、ayが
"遺
伝子を相補 しても
完全に回復 しなかったと推察される。類似する現象は、3‐4‐3項での抗生物質生産解析時に
も観察された。
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3‐4‐3項の結果とあわせると、AvaR3はAPM固体培地での培養時には、抗生物質生産と
形態分化の両方を制御することがわかつた。一方YMS‐MC培地では、抗生物質生産のみを
制御する。抗生物質生産と形態分化のうち、いずれかへの制御が他方への影響を引き起こ
したのであれば、異なる培養条件においても両方への影響が見られるはずである。よつて、
AvaR3は抗生物質生産と形態分化を別々の経路で制御すると推察される。
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3‐4‐6 27JU破壊株 における液体培養条件下でのペ レッ ト形成の観察
野生型株 と"」留破壊株の液体培養時に、濁度法を用いて生育曲線を作成 したところ、
か」明破壊株におけるOD600値が野生型株のそれよりも48日寺間日で1.7倍、72日寺間日で1.9
倍高くなることがわかった (Fig.3‐9Al。しかしながら、乾燥菌体重量法による測定では
72時間目まで両菌株 ともほぼ同じような生育曲線を示 したことから (Fig.3‐9A)、AvaR3
が一次代謝に影響を与えているとは考えにくい。培養液中の菌糸を顕微鏡で観察 してみ
ると、野生型株では直径154±14 pmのペ レットが観察されたのに対し、破壊株では半分
程度 (73■6μm)の大きさのペ レットしか形成されていなかった (Fig。3‐9B)。よって、2
菌株間のOD600値の違いは、ペ レットサイズの違いを反映 していると考えられる。また
"」彊破壊株にayメ"遺
伝子を導入すると、野生型株 と同程度のペレット形成 (152■16
μm)が観察されたことから、AvaR3は液体培養中の菌糸の凝集を制御することがわかつ
た。
AvaR3がどのようなメカニズムで菌糸の凝集を制御するのか調べるため、菌糸凝集に
関与する以下の3つの因子に着 目した。まず一つ日は、胞子形成特異的に働く細胞分裂の
促進因子であるSsgA(Sporulation of 8 gruisθυめである66。ssgAは固体・液体両方の培養
条件下で機能 し、過剰発現させると液体培養中のペレットが小さくなることが報告され
ている67,68。二っ目はSsgCと呼ばれるSsgA様タンパク質であり、胞子形成時の細胞分裂
においてDNAの凝縮または分配に関与すると考えられている66。 液体培養条件下での機
能は不明であるが、固体培養時においてはSsgCがSsgAのアンタゴニス トとして働 くと推
測されている。二つ日は菌糸先端に局在するcellulose synthase様タンパク質、CslAであ
る69。 cslAは細胞外に向かつてセルロース繊維を合成 し、その繊維に疎水性タンパク質
chaplinが重合すると細胞外マ トリックスが形成される。この細胞外マ トリックスは疎水
性表面への接着に必要であり、バイオフィルムの形成やフラスコ内にできるwall―growth
の形成に関与していると考えられている。またS cοθttθ」αではcsИの欠失により、ペ レ
ット形成が抑えられることがわかっている70
76
SS必、Sttθ、θsf4のオーソログ遺伝子がS ayα
“
ゴ洵鴨ゲノムには存在することから
(それぞれsaン2δz say681a Say521の、これらの遺伝子がAvaR3の制御下にあるかどう
かをRT‐PCRによつて解析した。その結果、3遺伝子ともにayがり欠損による転写パター
ンの変化は見られなかった (Fig。3‐10)。よって、AvaR3による液体培養時の菌糸凝集の
促進は、SsgA、SsgC、CsIA以外の別の因子を介して行われていると考えられる。
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Fig. 3-9 Effect of avaRS deletion on cell morphology in liquid medium. (A) ttre
growth curves in liquid culture measured by optical density at 600 nm (ODooo, the left
panel) and dry-cell weight (the right panel): the wild-type strain (filled squares),
L,avaRB mutant (open circles), and L,ava-83-complemented exoconjugant Glled
triangles). Error bars indicate the standard deviations from triplicate cultures. (B)
Phase-contrast micrographs of the mycelia in liquid medium. WT the wild-type
straini LavaRS, L,avaRS mutanti LavaRSlavaR?, the avaR?-complemented
exoconjugant. Cultures were grown in APM medium for 72-h of cultivation. The
micrographs were taken with an OLYMPUS BX50 microscope and an OLYMPUS
DP70 digital camera. Bar=100 pm. The diameter was measured from 30 independent
pellets, and calculated with the mean and standard deviation.
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Fig. 3-10 Gene expression analysis of ssgA, ssgC and cslAby RT-PCR in the
wild-type strain (WT) and LavaRS mutant (LavaRS). Total RNA was isolated from
mycelia harvested at 24, 48, and 72-h of cultivation. In the PCR, the following
numbers of amplification cycles were used: 25 cycles for the ssgC transcript, and 27
cycles for the transcripts of ssgA and cslA.
3¨4‐7 ayaR遺伝子の転写開始点の同定
オー トレギュレーター リセプター遺伝子のプロモーター領域には、リセプタータンパ
ク質の結合配列AREが存在することが数多く報告されてお り、このような場合、リセプ
タータンパク質が自身をコー ドする遺伝子及び他のリセプター遺伝子の転写を調節 して
いる (1-3-2項参照)。 そこでAvaR3の制御下にある遺伝子を探索するため、まずはavaRθ
およびawRI,a“R2のプロモーター領域を解析 した。
5′
‐RACE法によりavaRθの転写開始点を決定したところ、翻訳開始点から25塩基上流
にあるAであることが判明した (Fig.3-1lA)。転写開始点の上流にはHrdBタイプのシグ
マ因子が認識するプロモーターの-10領域 と類似 した配列が見つかつたが71.72、_35領域様
の配列は見当たらなかつた。さらにa"Rθの転写開始点の上流36塩基から11塩基にあた
る領域に、AREコンセンサス配列と相同性を示す配列を見出した (Fig.3-1lD)。この領
域をattRθ―AREと命名 した。
a“RIおよびa“R2についても同様の解析を行ったところ、a"RIは翻訳開始点から
24
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102塩基上流のGが、a“R2は43塩基上流のTがそれぞれの転写開始点であることがわか
った (Fig.3‐1lB,C)。a"RIの転写開始点上流には、HrdBタイプのシグマ因子が認識す
るプロモーターの‐10領域様配列が存在 し71,72、a“RI転写開始点の上流93塩基から68塩
基にあたる領域にARE様配列ayaRI‐AREを見出した (Fig.3‐1lD)。またayがンの転写開
始点上流には、HrdDタイプのシグマ因子が認識するプロモーターの-10領域と-35領域に
類似 した配列が存在 し71、 転写開始点と重なる位置にARE様配列潮 ,AREを見出した
(Fig.3‐1lD)。
a"R鑓伝子はa“RIおよびcytochrome P450 hydroxylaseをコー ドするcyp1 7と同
一方向に配置されている。a″RI、のフIスayaRθの遺伝子間領域にはターミネーター様
の配列が見当たらないことから、3遺伝子はオペロンを組んでいるのではないかと推測 し
た。RIPCR解析の結果、cyp1 7ayaRθの遺伝子間領域、attRI℃響17の遺伝子間領域と
もに転写されてお り、さらにa"RI‐cyp1 7‐a“Rθの トリシス トロニックmRNAも検出さ
れた (Fig.3‐12)。また5′‐RACE法によりのフ17の転写開始点を同定しようとしたが、適
当なDNA断片を得られなかつたことから、attRθは自身のプロモーターから転写が開始
され るモノシス トロニ ックmRNAとayaRIプロモーターか らの トリシス トロニ ック
mRNAとして転写されることが示唆された。
以上より、3つのayaR遺伝子のプロモーター領域およびその上流には全てARE様配列
が存在 した。よって、それらのARE様配列への結合を介 してAvaR3が自身をコー ドする
遺伝子及びattRIとayaR2の転写を制御 している可能性が示唆された。
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avaR3“ARE
CC CTGC CGGTCGTC C TGCGGCCGCAC TGATGC GCGAGAAAACCGCACAAGCG
LPVVLRPH*
cypl7 +1
ffieacrrcc rccAc ccc cATcAccnacFceccbccc cATGGTcAAG
-IoaRBSMVK
avaR3
avaRf‐ARE
GCATTGAAAAACCGTTCAGCTCGTTTTATCGTCCCGGTCAGGACCGGGCCTG
+1
‐TCTTCCCCCGTGGAGTGGAGGATCGTCGCTCTTAGGGTGCGAACCGCTTGGT…‐
fi5‐
~      ▲
CTTTTCCCGCTGGTCGGGACGGTGTCCCCCGATCCGGACGGTGTCCCACTGG
TCGGGACGGTGTCCCCCTGGTCGGGCTGGTGdttGAGコトT C TGT GCGCGG
RBS      M A R
avaR′
avaR2‐ARE
CCCGTCGGCGAAGTGGTGACGGGCGCCACAAACAAACCGCTATCCTGGTTTC
+1                  -35                           -10
‐
TTCCAGGGCCCTCTGGTCAGCCGCCTTCCCCdACGAdTCACCCGTCACGAAA
RBSMTK
avaR2
ARE consensus
avaR3‐ARE
ayaR′―ARE
ayaR2-ARE
Fig. 3-11 Characterization of the upstream regions of the avaR genes. Nucleotide
sequence of the upstream regions of avaR7(A), avaRl (B), and avaR2 (C) were shown.
Filled triangles indicate the transcriptional start points. The probable -35 and -10
regions are shown with broken underlining, and the putative ribosome-binding sites
(RBSs) are shown in boxes. The putative AvaR3-binding sequences are indicated with
a soiid line. (D) Comparison of the putative AvaR3-binding sequences with the ARE
consensus sequence defined in Folcher et aP7. Identical residues are highlighted in
black. The letters W, Y, and K stand for A or I C or T, and G or T, respectively.
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cypf7avaR3 avaRf
a(535 bp)
M +RT¨RT D M +RT‐RT D
鼎
C(507 bp)
b(380 bp)400              d{173 bp)200
e(1697 bp)
2000
1500
Fig. 3-12 Tbanscriptional analysis of the ava&T-cyp77-ava&S operon by RT-PCR.
Total RNA was prepared from mycelia harvested at 48-h of cultivation. -RT: RT-PCR
without reverse transcriptase to confirm the absence of chromosomal DNA. D:
chromosomal DNA as a template of RT-PCR.
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3‐4‐8 ayaRθ破壊株 におけるavaR遺伝子の転写解析
3‐4-7項よりAvaR3が自身及び他のavaR遺伝子の転写を調節 している可能性が考えら
れたため、野生型株 と破壊株、a1/メロ破壊株にa“Rθ遺伝子を導入 して作製 した相補株
において、qRT‐PCRによる転写解析を行つた。RNAポリメラーゼのシグマ因子をコー ド
する″θ の転写レベルを内部標準に用いた。a“R遺伝子の転写レベルは、各遺伝子の野
生型株における培養24日寺間目の転写レベルを1として、相対値で表 した (Fig.3‐1 )。ま
ずattR鍬壊株におけるay』愕遺伝子の転写量は、野生型株よりも高いレベルを示 した
ことから、AvaR3は自己抑制機構を持つことが考えられる。次にattRI遺伝子ではサン
プリング時間全てにおいて、またa“R鑓伝子では培養24、48時間目において、avaRθ
破壊による転写レベルの有意な増力日が観察された。したがって、AvaR3はa"R」とa“R2
の転写を抑制すると考えられる。以上より、AvaR3は全てのavaR遺伝子の転写を負に制
御 していることが示唆された。
□WT
24h     48h     72h             24h
■ △avaR3   □ △avaR3avaR3
Fig. 3-13 Gene expression analysis of the avaR7, ava&7, and ava&2 genes by
qRT-PCR. WT the wild-type straini LavaRS, LavaRS mutantl LavaRSlava&S, the
avaR?-complemented exoconjugant. Total RNA was extracted from mycelia
harvested at the indicated cuitivation time. Fold-change is relative to the expression
of each gene in the wild-type strain at 24-h of cultivation. The avaR? transcript
corresponding to +1 to +58 nt from the transcriptional start point of avaR? was
quantified. ND, mRNA level of avaRS was not determined in the
avaR?-complemented strain, because the amplified regions upstream of avaR? are
present at two loci. Error bars indicate the standard deviations from triplicate
experiments.
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3‐5考察
3‐5‐l AvaR3によるグローバルな制御
本研究により、オー トレギュレーター リセプターホモログAvaR3は、液体と固体両培
養条件下においてAVMとFLPの2つの抗生物質の生産を制御すると同時に (Fig。3‐4,Fig.
3‐6)、菌糸形態を制御することがわかった (Fig.3-8,Fig.3-9)。よってAvaR3はグローバ
ル レギュレーターであると結論 した。これまで、二次代謝と形態分化の両方を制御する
オー トレギュレーター リセプターとして最も研究が進められてきたのが、S.夕士θusの
ArpAである。ArpAは、二次代謝および形態分化関連遺伝子の転写活性化を担 うAdpAを
直接のターゲットとし、A‐factorの生産に応 じてa4スの転写のオンオフを切 り替えてい
る (1-2項、1‐3‐3項参照)。 Sa“rmゴ
“
鮨ゲノムにはa4スオーソログ、わ4И(sa y52δl)
が存在するが、転写解析によつてAvaR3の制御下にはないことがわかった (Fig.3‐14)。
よってAvaR3は、A‐factorカスケー ドとは異なるメカニズムによって二次代謝 と菌糸形態
に対するグローバルな制御を行 うと考えられる。またAvaR3は、AVM生産誘導因子であ
るavenOlideのリセプターAvaRlと、リセプターホモログAvaR2の発現を抑制する。した
がって、AvaR3によるグローバルな制御のメカニズムを理解するためには、AvaRlと
AvaR2の機能をさらに明らかにすることが必要であると思われる。
W丁 L,avaR3
24 48 72  24  48  72 (h)
わdpA
わたσF
Fig. 3-14 Gene expression analysis of bdpAand bkdF by RT-PCR in the wild-type
strain (WT) and LavaRS mutant (LavaRS). Total RNA was isolated from mycelia
harvested at 24, 48, and 72-h of cultivation. In the PCR, the following numbers of
amplification cycles were used: 22 cycles for the bdpA transcript , and 26 cycles for the
bkdF transcript.
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3‐5‐2 AvaR3による抗生物質生産制御
AvaR3によるAVM生合成遺伝子の転写活性化の影響は、培養48時間目に顕著に見られ
たが、培養72時間日では解析に用いた全てのa“遺伝子の転写がattR鍬壊株においても
確認できた (Fig.3-5)。それにもかかわらず、破壊株では培養後半でのAVM生産量の増
加は見られなかつた。そこで、AVM生産に重要ではあるが、a veクラスターには含まれ
ない遺伝 子がAvaR3の制御 下 にあるのではないか と考 えて、bttdFG∬遺伝子群
(sa yイθ7δ‐4θ79にえ宇日した。 BkdF、 BkdG、 BkdHはbranched‐chain α‐keto acid
dehydrogenase複合体として、AVM生合成経路の出発基質である2‐methylbutyryl‐CoA
をisobutyryl‐CoAから合成する (Fig。3‐15)73。しかしながら転写解析の結果、bttb瞳伝子
はAvaR3による制御を受けていないことがわかった (Fig.3‐14)。
AVMはFLPと同様ポリケタイ ド化合物であり、両者の骨格形成にはmalonyl‐CoAと
methylmalonyl‐C Aが共通の基質として必要である (Fig.3‐15)。ayガ
"破
壊株でAVM生
産量が極少であつたのは、a“遺伝子の転写が遅延 した結果、AVMの生合成に使われる
はずであった基質がFLP生合成に使用されたためだとも推測される。事実、ayガ
"破
壊
株ではFLP生合成遺伝子の転写量は変化 しないにもかかわらず、FLP生産量が過剰 とな
つた。では、malonyl‐CoAとmethylmalonyl‐C Aを同じく基質として使 うOLMの生合成
には、なぜattR鍬壊の影響が見られなかったのであろうか。これは、AVM生産開始前
である培養48時間目に既にOLM生産は停止 してお り、ayノ
"破
壊株においてNVttI生産用
の基質が余つてもOLM生産に使用されなかったためであると推測される (Fig。3‐16)。以
上より、AvaR3によるAVMの生産制御には、aveRの転写調節以外の要因も含まれると考
えられる。
抗生物質生産を生合成遺伝子の転写レベルで制御するオー トレギュレーター リセプ
ターは、多くの場合、制御する生合成遺伝子クラスター内または近傍領域にコー ドされ
てお り、クラスター内の経路特異的活性化因子を直接のターゲットとしている。しかし、
AVM生産を制御するAvaR3は、1)AVM生合成遺伝子クラスターから3.4 Mbも離れた位
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置にコー ドされていること、2)経路特異的活性化遺伝子aκ月の転写を調節するものの、
ayeR遺伝子の上流域にはARE様配列が見当たらず、AvaR3が他の因子を介 してaveRの
制御を行つていると推察されることから、他のリセプタータンパク質とは異なる制御形
態により、抗生物質生産を制御することが示唆された。
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Fig. 3-15 Precursors for antibiotic production in Streptomyces avermitilis
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Fig. 3-16 Production profile of avermectin, filipin and oligomycin in the wild-type
strain. Error bars indicate the standard deviations from triplicate cultures.
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3¨5Ⅲ3AvaR3による菌糸形態の制御
オー トレギュレーターリセプターが固体培養における形態分化をコントロールする例
は複数報告されているが (1‐3‐2項参照)、 液体培養中の菌糸の凝集を制御する例は今回が
初めてである。近年、"Morphological engineerinピ'68と言われる、液体培養中の菌糸形
態を改変することにより、二次代謝産物の生産性を向上させようとする研究分野が注目
されつつある一方で、菌糸の形態をコントロールする機構についてはほとんどわかって
いない。これまで菌糸の凝集に関与が報告されていたSsgAとCslAは、AvaR3により制御
されていなかったことから (Fig.3‐10)、AvaR3による制御の詳細を調べることにより、
菌糸凝集の新たな制御メカニズムが明らかになると期待できる。
3¨5¨4 AvaR3タンパク質構造の特異性
AvaR3には他のオー トレギュレーター リセプターにはない機能未知の75アミノ酸か
ら成るス トレッチが存在 した (Fig.3‐1)。二次構造予測とhydropathy plotの結果から、
このス トレッチにはタンパク質表面に露出した3つのαヘ リックスが含まれると予想され
る。3a″比施ごθコsの持つリセプターホモログAlpWにも同じような位置にス トレッチが
見られるが58、AvaR3のス トレッチとの配列の相同性はなく、24アミノ酸と長 さも異な
つた。リセプタータンパク質の中で既に構造解析されているS θοθffθ」αのCprB61とァラ
イメン ト解析を行 うと、AvaR3のス トレッチはCprBの4番目と5番目のαヘ リックスの間
に位置していることがわかった (Fig.3‐1)。CprBの1‐3番目のαヘ リックスはDNA結合 ド
メインを、5‐10番目のαヘ リックスはリガン ド認識に関わる制御 ドメインを形成 し、2つ
の ドメインをつなぐ位置に存在する4番目のαヘ リックスは、オー トレギュレーターの結
合による制御 ドメインの構造変化をDNA結合 ドメインに伝える働 きをする。 よつて
AvaR3の持つス トレッチはオー トレギュレーターの認識もしくはそれに伴 う構造変化に
関与する機能を持つと推測される。こうした可能性を明らかにするためには、ス トレッ
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チを欠失したAvaR3のカ ガ"またはカ ガ加 での解析が有効であると考えている。
3 5¨¨5二次代謝産物生合成遺伝子か ら離れて位置す るオー トレギュレー ター リセ
プター遺伝子
これまで精力的に研究が進められてきたリセプター遺伝子は、抗生物質の生合成遺伝
子クラスター内に存在 し、生合成遺伝子の転写調節を介 して最終産物の生産を制御する
例がほとんどであった (1‐3‐3項参照)63,49。近年、複数のStr"め4″θs属放線菌において
全ゲノム配列が解読された結果、生合成遺伝子クラスターに属す リセプター遺伝子とほ
ぼ同じぐらいの割合で、生合成遺伝子クラスターから離れて位置するリセプター遺伝子
も存在することが明らかとなつてきた。例えば
'cο
θffcofor A3(2)では、染色体ゲノムに
存在する5つのリセプターホモログ遺伝子のうち、sa混(sco6265)とsc房ン (SC06286)
は隣接する生合成遺伝子クラスター甲女(SC06269‐SC06288)の転写調節に関与 してお
り34,74、甲JズsC06071)については、ゲオスミン生合成遺伝子″o4(SC06073)の近傍領
域に位置している (ただし3prBが多Mを制御 しているかは不明)。 ところが、リセプター
遺伝子cpユとSC06323は、二次代謝産物の生合成遺伝子クラスターには属 していない。
3′鵞θusゲノムの場合には、5つ存在するリセプターホモログ遺伝子のうち、3つが生合
成遺伝子クラスターの近傍に、残 り2つ(attAを含む)がクラスターから離れた位置に存
在 している75。AvaR3の機能を明らかにした本研究により、二次代謝産物の生合成遺伝子
クラスターから離れた位置にあるリセプター遺伝子であつても、二次代謝を制御するこ
とを示すことができた。従って、他の放線菌においても同様なリセプタータンパク質の
研究を進めることにより、既知有用化合物の生産性向上や新規二次代謝産物の生産活性
化につながる新たな知見が得られることが期待できる。
90
第4章 AvaLlによる二次代謝産物生合成遺伝子群の転写制御
4Ⅲl緒言
a“LIとayaL2両遺伝子は、attR遺伝子群から1.8 Mb離れて位置するオー トレギュレ
ーターリセプター遺伝子である。ホモロジー検索の結果、AvaLlは、S θο山 ダα A3(2)
のSCPlプラスミドにコー ドされ、オー トレギュレーターMMFのリセプターとして機能
するMmfRと高い相同性 (45%)を示 した。AvaL2は同じくSCPlプラスミドにコー ドされ
るリセプターホモ ログMmyRと高い相同性 (39%)を示す ことがわかつた。Mmmと
MmyRは抗生物質メチレノマイシンの生産を抑制する機能を持つ26。AvaLlとAvaL2の両
タンパク質はともにオー トレギュレーターリセプターに特徴的なDNA結合 ドメインを持
つものの、Y‐ブチロラク トン型オー トレギュレーターの結合に重要であると考えられてい
る トリプ トファン残基は保存 されていなかつた KAvaLlの153番目のア ミノ酸および
AvaL2の127番目のアミノ酸に相当し、どちらもスレオニンである)。 また系統樹解析に
よって、AvaLlとAvaL2は既知オー トレギュレーター リセプターとは独立したグループ
に分類されることから (Fig.4‐1)、それぞれの機能に興味が持たれた。そこで本章では、
a″Lヱ′a″″ の二次代謝制御への関与およびその制御メカニズムを明らかにすることを
目的とした。
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AvaRl
SpbR
Brp
TyIP
AlpZ
FarA
ScbR
BarA
ArpA
JadR2
Aurl R
AvaR2
BarB
ScbR2
AlpW
AvaR3
TylQ
CprA
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AvaLl
MmfR
AvaL2
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―0.05
Fig。 4‐l Phylogenetic tree of autoregulator―recep  homologs froln streptolnycetes.
The protein sequences were aligned using CLUSTALW and the tree was constructed
using the neighbor‐joining method with ⅣIEGA 576.The Significance ёf branches is
indicated by bootstrap values calculated on 100 replicates.The accession numbers for
the sequences used are as follows: AlpW (CAJ87891), AlpZ(CAJ87894),ArpA
IYP_001825243),AurlR(AAX57186),AvaRl(BAC71417),AvaR2(BAC71414),AvaR3
(BAC71415), AvaLl(BAC69981), AvaL2(BAC69979), BarA (BAA06981), BarB
(BAA23612), Brp (ZP_06776073), CprA (BAA28747), CprB (BAA28748), FarA
(BAG74716),」adR2(AAB36583),ⅣImfR(NP_639852),WImyR(NP_639856),ScbR
(NP_630365),ScbR2(NP_630384),SpbR(CBW45769),TソlP IAAD40801),and TylQ
IAAD40803)。
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4‐2実験材料および機器
4 2¨Ⅲlプラス ミド
pKU451●Lppendix l)
pKU474 1Appendix l)
pKU480 0Lppendix l)
pKU250 0Lppendix l)
pENTR(Lifё Techn01ogies Japan Ltd。,Tokyo)
pLTl13(2‐- 項参照)
pET‐21b(Merck,Germany)
pCR‐Blunt II‐TOPO(Life Technologies」apan Ltd.,Tokyo)
4 2¨‐2 硝首夕未
Escheric力」ia ccゴゴDH5a
ユ cダゴF―dcm△(s2・f‐recaθθθ:Tnlθ pUB307‐ap力::Tn7
ユ θダf BL21(DE3)pLysS
S ayermJtilis KA320 野生型株
S avermゴtilis KA320 a"RJ披壊株
4‐2‐3 言t鶏超
特に記載のない限り、和光純薬工業 (大阪)、ナカライテスク (京都)のものを使用した。
4 2¨‐4合成オ リゴヌクレオチ ド
使用した合成オリゴヌクレオチ ドの配列はAppendix 3に記載した。
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4 2¨¨5 考艶暑争
液体クロマ トグラフィー   LaChrom L‐7100,7200,7300,7400,HITACHI
遠心分離機 KUBOTA5420
KUBOTA3700
MiniSpin plus,Eppendorf
蛍光アナライザー      町ph00n 9210 Variable Mode lmageL GEヘルスケア
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4‐3実験方法
4 3¨¨1破壊株の作製
(i)a"LI破壊用プラスミド
プライマーセットavaLl‐up―Fw/avaLl‐up‐ReとavaLl‐dw‐Fw/avaLl‐dw‐Reを用い
てa"Lコ上流断片 (nt 2766223‐2768242)と下流断片 (nt 2768772‐2 0789)をPCRによ
りそれぞれ増幅した。得られた2つの断片を″hdIⅡと印」で消化し、蘭ndIⅡ処理した
pKU451との連結によりpLT320を作製した。ttd処理した1.7 kbのaph断片 (3‐3‐1項参
照)をpLT320のapθI認識部位に挿入し、pLT321を構築した。pLT321から切 り出した5.7
kbの″IndIⅡ断片をpKU250の月TndIⅡ認識部位に挿入し、得られたavaLI遺伝子破壊用
ベクターをpLT331とした。
(ii)ymf破壊用プラスミド
プライマーセ ットvmlI‐up―Fw/vmlI―up―ReとvmlI‐dw‐Fw/vmlI‐dw‐Reを用いて囲 ″
上流断片 (nt 2801968-2803999)と下流断片 (nt 2804685‐2806761)をPCRによりそれ
ぞれ増幅した。得られた2つの断片を″力dIⅡとSpeIで消化 し、月IndIⅡ処理 したpKU451
との連結によりpLT347を作製 した。続いてpKU480を鋳型 とし、プライマーセ ッ ト
mlloxP_resistml10XP_SpeI‐Fw/Reを用いたPCRにより、2.l kbのハイグロマイシン耐
性遺伝子カセット (hph)を取得 した。SpθI処理 したhph断片をpLT347のSpθI認識部位に
挿入 し、pLT349を構築した。pLT349から切 り出した6.2 kbの〃hdIII断片をpKU250の
蘭ndIII認識部位に挿入 し、得られたymf遺伝子破壊用ベクターをpLT351とした。
(iii)み」切破壊用プラス ミド
プライマーセ ッ トavaL2‐up‐Fw/avaL2-up‐ReとavaL2‐dw‐Fw/avaL2‐dw‐Reを用い
てa"L2■流断片 (nt 2764460‐27 6386)と下流断片 (nt 2766889‐2768837)をPCRによ
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りそれぞれ増幅 した。得 られた2断片を″LdIIIと蠍)eIで消化 し、″hdIII処理 した
pKU451との連結によりpLT322を作製 した。Sp」処理 したaph断片 (3‐3‐1項参照)を
pLT322のSpθI認識部位に挿入し、pLT323を構築した。pLT323から切 り出した″TndIII
断片をpKU250の月7ndIⅡ認識部位に挿入 し、得られたa塑五鑓 伝子破壊用ベクターを
pLT333とした。
(iv)破壊株の取得
2-3-1にならいpLT331またはpLT333による3 avermゴ
“
鮨の形質転換、およびセカン
ドクロスオーバー株の選択を行い、ayaLI破壊株 とay』フ破壊株をそれぞれ取得 した。
続ル てヽ、 ayaLI破壊株の月包子 とpLT351によるE co■iF~ acm△(srf‐r∝ハθθaTnlθ
pUB307-″五::Tn7の形質転換体との接合伝達を行つた。チオス トレプ トン耐性によりS
a yerm」
“
哺の形質転換体を選択 し、セカン ドクロスオーバーを誘導した。チオス トレプ
トン感受性かつハイグロマイシン耐性であるクローンを選択 し、PCRによつて目的の
a"L」ymff_重破壊株であることを確認 した。
4Ⅲ3Ⅲ227aLI相補株の作製
3 avermゴtilisの染 色 体 DNAを鋳 型 と し 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト
avaLl‐comp‐Fw/avaLl‐comp‐Reを用いたPCRによりayaL」とその上流を含むDNA断
片 (nt 2767923‐2769097)を取得 した。 この断片をpENTR(Life Technologies」apan
Ltd.,Tbkyo)にクローン化 し、エン トリークローンを作製 した。pLTl13(2‐3‐2項参照)と
エン トリークローンとのLR反応 (LR Clonase Enzyme Mix,Life Technologies Japan
Ltd.,Tokyo)により、ayaLI相補用ベクターpLT326を作製 した。接合伝達によりpLT326
をayaLI破壊株に導入 し、染色体上のaι″ φC31部位に挿入されたことをPCRで確認 し
た。
96
4‐3‐3表現型解析
液体培養法は3-3‐3項に、抗生物質生産の解析法は3‐3-6項に記載した通りである。
4‐3¨4転写解析
RT‐PCRを用いた転写解析は3‐3‐13項に記載した方法に従い、5′‐RACE法による転写
開始点の同定は3-3-14項に従った。ただし、ym」の転写開始点決定にはa"LI破壊株の
培養48時間目のRNAを用いた。
4‐3Ⅲ5Hisタグ融合型rAvaLlタンパク質の発現
ayaLI遺伝子を含むDNA断片を、プライマーセットrAvaLl‐Fw/rAvaLl‐Reを用いた
PCRにより取得 した。この断片を助 dとXbIで消化後、pET‐21b(Merck,Germany)の
NあI‐励 oI認識部位にクローン化 し、rAvaLl発現用プラス ミドpLT375を構築 した。
pLT375により形質転換されたEc」BL21(DE3)pLysSを2‐3‐6項に記載 した方法で培
養 し、IPTGによるHisタグ融合型rAvaLlの発現誘導を行った。室温で3,500 rpm、5分
間遠心して (KUBOTA 5420)菌体を回収 し、prOtease inhibitor cocktail(completeTM,
LIini,EDTA―free protease inhibitor cocktail tablets,Roche Diagnostics K.K.,Tokyo)
入 りのbuffer Cに再懸濁 した。超音波破砕 (30秒x4回、氷冷)KYamato 5210,
BRANSON)を行つた後、4°C、 20,000gで20分間遠心分離をした (Himac cR 21ユ
HITACHI)。上清を回収 し、これを粗タンパク質溶液とした。Buffer Cで平衡化 してお
いたNiカラム (l ml‐Ni Sepharose剛6 Fast FloL GEヘルスケア、カラム:Disposable
10 ml Polypropylene Columns,Thermo)に粗タンパク質溶液をアプライした。Buffer
Cに含まれるイミダゾール濃度を増加 させながら5 ml(5ベッド相当)ずつ溶出し、イミダ
ゾール400 mMを含むbuffer Cにより溶出した画分を回収 した。透析チューブ (ダイアラ
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イシスメンブラン 25)にタンパク質溶出液を入れ、buffer Cに浸し一晩透析を行った後、
得 られた溶液 をrAvaLlタンパ ク質溶液 とした。 タンパク質の定量にはBradford法
(Protein Assay Kit,BIO‐RAD)を用い、BSAによつて検量線を作成 した。SDS‐PAGE
およびanti‐His6‐antibody lAnti His‐probe:Santa Cruz Biotechnology lnc,USDを用
いたウエスタンブロッティングにより、Hisタグ融合型rAvaLlタンパク質の精製度合を
確認 した。
●Buffer C
50 mM Triethanolamine‐HCl(pH 7.0)
300 mⅣI KCl
20%v/v Glycerol
4Ⅲ3Ⅲ6ゲル シフ トアッセイ
40塩基 の相 補 的 な合成 オ リゴヌ ク レオ チ ドのセ ッ トvmlIARE1/vmlIARE2,
avaL2ARE1/avaL2ARE2をそれぞれl nmOlずつ混合 し、以下の条件でアニーリングさせ
た。
97°C    5分
95°C      30ラ砂
95°C‐50°C   O.1°CI秒
50°C 30秒
4°C       ∞
得られたDNA断片をpCR‐Blunt II‐TOPO(Life Technologies Japan Ltd.,Tokyo)に
クローン化し、7mfr‐AREプローブ作製用プラスミドpLT377と脚」2‐AREプローブ作製
用プラスミドpLT378を構築した。これらのプラスミドを鋳型としてFITC標識されたプ
ライマーセットM13‐47/RVを用いてPCRを行い、増副産物をDNAプローブとして使用し
た。作製したプローブと4‐3‐5項で調製 したrAvaLlを用いて、以下の反応液を調製し、
25°Cで10分間反応させた。ネガティブコントロールとしてrAvaLlの代わりにbuffer Cを
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用いた。
86 fmol
7.5‐x lll
l.7511g
x pl(8.5 pmol)
up to 15 111
2‐3‐6項と同様にポリアクリルアミドゲル電気泳動を行い、Typh00n 9210 Variable
Mode lmager(GEヘルスケア)でプローブの検出を行つた。
4‐3Ⅲ7AvaLl¨ligandの抽出お よび粗精製
3‐3‐3項にしたがつて調製 した前培養菌体をOD600=0.3となるよう70 ml‐f培地/500 ml
容バッフルフラスコに植菌し、28°C、 160 rpmで48時間浸盪培養 した。吸引濾過により回
収 した培養上清50 mlに、塩酸を加えpH 5以下になるよう調整 した。酢酸エチル50 mlを
加え撹拌 し、3,500 rpmで5分間遠心分離 し (KUBOTA5420)、酢酸エチル層を回収 した。
これを合計3回繰 り返した。約150 mlの酢酸エチル抽出液を濃縮乾固した後、l mlのEtOH
を加え、超音波処理 KYamato 5210,BRANSON)により完全に溶解 し、酢酸エチル抽出物
(50倍濃縮)を得た。ガラス注射筒 (TOP)にSep‐Pakカラム (Sep‐Pak Plus C18,Waters)
を取 り付け、20%EtOHでカラムを平衡化 した。酢酸エチル抽出物を200 μlカラムにアプ
ライし、5 ml(5 bed相当)の20%,50%,100%EtOH,100%CH3CNで順に溶出した。各画分
を濃縮乾固後、100%EtOH 200 μlに溶解 し (50倍濃縮)、 酢酸エチル抽出物の粗精製物を
得た。
4‐3‐8 AvaLl‐ligand活性およびavenOlide活性の検出
以下の反応液を調製 し、25°Cで10分間反応させた。AvaLl‐igand活性の検出には
囲IAREを含むプローブと4‐3‐5項で調製したrAvaLlタンパク質を、avenolide活性の
DNAプローブ
2x binding buffer
Poly(dI‐C)。Poly(dI―C)(SIGMA‐ALDRICH,Tokyo)
rAvaLl
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検出には2-3-7項で作製 したacο―AREを含むプローブと2‐3‐6項で調製 したrAvaRlタン
パク質を使用した。
DNAプローブ
2x binding buffer
Poly(dI‐C)。Poly(dI‐C)(SIGⅣIA‐ALDRICH,Tokyo)
Recombinant protein
86 fmol
適量
1.7511g
8.5 plnol
up to 14 pl
4-3‐7項で調製 した酢酸エチル抽出物またはその粗精製物l μl、 またはl μlの合成品
avenolide(156 pmo1/μl‐MeOH)を反応液に加え、25°Cで5分間反応させた。2‐3‐7項と同
様にポリアクリルアミドゲル電気泳動を行い、TyphOOn 9210 Variable Mode lmager
(GE healthcare)によリプローブを検出した。
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4‐4実験結果
4 4¨¨l ayaLI破壊株 における抗生物質生産量の解析
AvaLlが抗生物質生産制御に関与するかどうかを調べるため、野生型株 とattLI破壊
株における液体培養条件下での抗生物質生産プロファイルを比較 した (Fig.4-2)。その
結果、a″LI破壊株ではAVMの生産量が野生型株の1.5倍に増加 し、FLPの生産は50%に
減少することがわかった。また、ayaLI破壊株へのayaLI遺伝子の導入によりAVMとFLP
の生産量は回復 したことから、AvaLlはA4/1生産を負に、またFLP生産を正に制御する
ことがわかった。
次に、AvaLlが両抗生物質の生合成遺伝子の転写を制御するか否かを調べるため、
RT‐PCRによる転写解析を行った。しかしながら野生型株 とayaLI破壊株の間で生合成遺
伝子の転写パターンに変化は見られなかつた。従つて、AvaLlは生合成遺伝子の転写調
節 とは異なるプロセスに作用 して、AVMとFLPの生産を制御すると考えられる。尚、
a"Ll遺伝子の破壊による液体培養時の生育や菌糸の凝集への影響、また固体培地上で
の形態分化への影響はともに観察されなかつたことから、AvaLlは一次代謝には関与せ
ず、菌糸形態の制御も行わないことがわかった。
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Fig. 4-2 Effect of avaLl deletion on antibiotic production. (A) The culture broth of
the wild-type strain (fiUea squares), LavaLl mutant (open circles), and
A,avaLl-complemented exconjugant (filled triangles) was withdrawn at the indicated
times. The amount of avermectins (top) and filipin III (middle), and the dry-cell
weight (bottom) were measured. Error bars indicate the standard deviations from
triplicate cultures. (B) Expression analysis of biosynthetic genes for avermectin (top)
and filipin (middle) by RT-PCR. WT the wild-type strainl LavaLl, LavaLl mutant.
Total RNA was isolated from mycelia harvested at 24,48, and 72-h of cultivation. In
the PCR, the following numbers of amplification cycles were used: 24 cycles for the
pteB, pteD, and pteF transcripts, 25 cycles for the rpoD transcript, 26 cycles for the
pteAl, pteG, and pteR transcripts,2T cycles for the aveR and aveBVIII transcripts,
and 30 cycles for the transcripts ofthe other genes.
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4 4¨‐2 AvaLl制御下にある二次代謝関連遺伝子の探索
AvaLlが抗生物質以外の二次代謝産物の生産を制御するかどうかを調べるため、
3‐3‐7項に述べた方法で野生型株 とayaLヱ破壊株の液体培養液および固体培地からのメ
タノール抽出液を調製 し、HPLCによるクロマ トグラムを比較解析 した。しかしながら、
両菌株間で検出されるピークプロファイルに大きな差異は見られなかった。この原因と
して、二次代謝産物の中には最適な培養条件でないと生産されないものがあること、ま
た今回用いた抽出および検出の方法が目的の化合物には適 していなかつたことなどが考
えられる。 したがつて、転写解析を行 うことにより、AvaLl制御下にある二次代謝関連
遺伝子を探索することにした。
Saこum」励鴨ゲノムには少なくとも32個の二次代謝産物生合成遺伝子クラスターが
コー ドされている (Fig。1‐6)。そこで4‐4‐1項で解析 したaたとpιθクラスターを除く30の
各クラスターから、二次代謝産物の基本骨格形成に関与すると予想される遺伝子1つを選
び、野生型株 とa"L」破壊株の間で転写パターンを比較 した。I型ポリケタイ ド合成酵素
をコー ドするPttθ‐1遺伝子 (say22θのとρ鮨イ遺伝子 (sa y窪∂のの転写が、野生型株では
ほとんど検出されないのに対 し、ayaLI破壊株では培養24時間日から60時間目まで顕著
に検出された (Fig.4‐3)。 さらに、attLI破壊株にa"LI遺伝子を導入すると、ρttsθ‐1
遺伝子、ρtts4遺伝子の転写パターンともに野生型株のレベルに戻つたことから (Fig.
4‐4B,C)、AvaLlはpttθ‐1遺伝子とP■s4遺伝子の転写を抑制することが明らかとなった。
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Gene cluster for Gene
secondarymetabolite investigated
tpcl sav76 tpcl
pks11 sav10G101 pks11-2
nrps6 sav603-609 nrps6
nrpsT sav837-869 nrps7-l
ctt sav935-953 cftE
melC-l sav1l36-1137 melC2
nrpsS sav1249-1251 nrpsS
pks2 sav1550-1552 pks2-1
hop sav1650-1654 hopA
geo sav2163 geoA
pks3 sav2277-2282 pks3-1
pksS sav2367-2369 pksS
pks9 sav2372-2388 pks9-3
spp sav2835-2842 sppA
olm sav2890-2903 olmAl
ptl sav2990-3002 ptlA
tpc2 sav3031-3032 tpc2
n4ps3 sav3155-3164 nrps3-1
nrpsl sav3193-3202 nrpsl-1
nrps2 sav3636-3657 nrps2-1
pks9 sav3653-3667 pksS-l
hpd sav5149 hpd
sld sav5269-5272 sidA
melC-2 sav5361-5362 melC2-2
ect sav6395-6398 ectA
nrps5 sav6632-6633 nrps5
rpp sav7130-7131 rppA
nrps4 sav7161-7165 nrps4
pks4 sav7184 pks4
pksl sav7360-7362 pksl-3
rpoD
24 36 48 60
△avaL′
24 36 48 60(h)
W「
-
Fig. 4-3 Expression analysis of 30 biosynthetic gene clusters for secondary
metabolites by using RT-PCR. Total RNAwas isolated from the wild-type strain (WT)
and A,avaLl mutant (LavaLi) at indicated cultivation times. A structural gene in
each cluster was selected for RT-PCR analysis. In the PCR, the following numbers of
amplification cycles were used: 25 cycles for the rpoD transcript, 26 cycles for the
transcripts of nrps9, hopA, geoA, ptIA, and pks4, and 28 cycles for the transcripts of
the other genes.
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4 4¨Ⅲ3AvaLl‐regulonの同定
AvaLlが転写制御をすることが明らかとなつたpttθ‐1遺伝子は、a"LI遺伝子の近傍
に位置するphθクラスター (sav22%2%のに属 している。一方、同じくAvaLlの制御
下にあることがわかったp胎4遺伝子は、attL」遺伝子から5.8 Mb離れて位置するpttsイ
クラスター (say71θイ‐71θのに属す (Fig.4‐4Do AvaLlがp■sθ‐1とp■sイ遺伝子以外に、
それぞれのクラスターに含まれる他の遺伝子の転写も調節 していることが推察されるこ
とから、pttθとptts4クラスター内遺伝子の転写を詳細に解析 した (Fig.4-4)。p■sθクラ
スターは、同一方向に配置された7遺伝子から構成されてお り、sav227笏らヽpttθ―θま
での遺伝子間距離は短いことか らオペ ロンを形成 していると推測 した。一方Fab″7
(say227のと saルr2277の遺 伝 子 間 領 域 に は タ ー ミ ネ ー タ ー 様 の 配 列
(CCGGCCGCCCGTCCGTGCACGGGCGGCCGG;下線は逆位反復西己列)が見つかつた
ことから、力b〃ηま他の遺伝子とは転写単位が異なると予想 した。そこで、Fab∬7の転
写を確認 したところ、Pttθ」と同様にayaLコ欠損により転写量が増加することがわかつ
た。したがつて、AvaLlはpttθクラスター内遺伝子の転写を抑制していると考えられる。
さらにpttsθクラスターの周辺遺伝子についても、転写単位が異なると推定される遺伝子
を選択し転写解析を進めた結果、p■sθクラスターを含めたa″θ(say22δのからsa″θθ4
までの合計37個の遺伝子 (約48 kb,ayaLIを除く)が、AvaLl依存的な転写パターンを示
すことがわかった。従って、これ らの37遺伝子はAvaLl‐regulonであると言える。
ptts4クラスターについても同様に解析 した。pttsイ遺伝子 とは転写単位が異なると予
想 されるクラスター内遺伝子のフ2δに加え、Pttsイクラスター隣接遺伝子であるsay71∂θ
とsay71∂71こおいても、AvaLl依存的な転写パターンが検出された。よつてsay71∂θから
say71″までの5遺伝子 (約1l kb)がAvaLl‐regulonであると結論 した。
以上より、合計42個の遺伝子 (Table 4‐1)がAvaLlの制御下にあることがわかった。
AvaLl‐regulonにはオー トレギュレーター リセプターホモログをコー ドするay』フ遺伝
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子が含まれることから、AvaL2がAvaLlによる二次代謝制御機構に関与する可能性が示
唆された。Y‐ブチロラクトン型またはフラン型オー トレギュレーターの生合成に関与す
ると報告されているaFsA相同遺伝子a yaス(2‐5‐2項参照)、 oxidoreductase相同遺伝子
a"B、phosphatase相同遺伝子ayaθもAvaLl‐regulonに含まれており47、AvaLlがオー
トレギュレーターの生合成を制御 している可能性も考えられる。a“L」遺伝子の下流領
域にあるAvaLl―regulonを見てみると、p■sθクラスター (say2276‐say22θのに加え、脂
月方酸合成に関与り=ると推定さオしる遺伝1生 (sav22∂a Sav22θθ‐2 a Sav22θa Say22θ&
sa″θθD、 推 定 トランスポー ター遺伝 子 (sattZtt sattζ229め、S″叩
`ο
4″θS
元滅筋k麗nsのバラニマイシン生合成酵素遺伝子のホモログが存在した。バラニマイシ
ンはバリンとセリンを出発物質として合成されるアゾキシ化合物で、14の生合成遺伝子
(yfm)が同定されている77。 AvaLl―regulonには10個のyfm遺伝子ホモログが含まれるこ
とがわかり、これらをymf遺伝子 (プロ lーike遺伝子)と命名 した。また、二次代謝産物の
生合成関連遺伝子を多く含むsay222からsay2θθイまでの33個のAvaLl‐regulonを、
ρttθ‐7mfクラスターと命名した。一方p場4遺伝子周辺のAvaLl‐regulonには、Pisイクラ
スターに属す遺伝子 (sayZθ4‐71θのとそれに隣接する推定 トランスポーター遺伝子
(sayZθの、機能未知遺伝子 (say71∂のが含まれた。これら5つの遺伝子群を改めてp揚4
クラスターと命名した。
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Fig. 4-4 The location of pks?-vml and pks4 clusters (A), and transcriptional profiies
of genes in pks7-vnil cluster and its flanking region (B) and transcriptional profiles of
genes tn pks4 cluster and its flanking region (C). G) the location of pks?'vml and
pks4 clusters on S. avermitilis chromosome are shown by black boxes. (8, C) WT, the
wild-type straini A,avaL7, LavaLl mutanti LavaLilavaLl, avaLl-complemented
exconjugant. Total RNA was isolated from mycelia harvested at 24,36, 48, and 60 h
of cultivation. The genes investigated in the present analysis are indicated by dark
grey, and AvaLl regulon are enclosed by light grey boxes. Asterisks indicate locations
of putative Vmll-binding sites. In the PCR, the following numbers of amplification
?
?
?
）
cycles were used: 25 cycles for the rpoD transcript, 26 cycles for the transcripts of
avaL7, vmIK, vmlJ, vmlH, fab\ vmlA, mmdA7, sav2301, pks4 and sav7187, 27
cycles for the transcripts of avaC, avaB, avaL2, and vmll,30 cycles for the sav2305
transcript, and 28 cycles for the transcripts of the other genes. The rpoD gene was
used as a control.
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Table 4'L. avaLl gene and Aval,l regulon with their proposed functions
Gene SAVa ltt PropOsedhnctionID/SMb protein homologue. species Accession
numDer
ayaσ    2266
aya3    2267
avaL2   2268
ava乙    2269
aルζaL1    2270
vmJK    2272
2273
mヾfJ    2274
Fab〃7
2275
2276
2277
2278
2279
′■sθ‐1   2280
pttsθ‐2   2281
P■sθ‐θ   2282
2283
vmf″    2284
rοοDθ    2285
2286
vm′0    2287
vmlR   2288
229 Phosphatase
407 Oxidoreductase
797 Autoregulatorreceptor
Autoregulator biosynthesisJ45 protern
218 Autoregulatorreceptor
519 Hypotheticalprotein
122 Isomerase
32O Secreted protein
486 Tfansmembrane efflux protein
339 3-OxoacyI'ACP synthase III
255 Thioesterase
F420-dependent
oo,
oenyorogenase
534 AcyI-CoAsynthetase
633 Modular polyketide synthase
1253 Modular polyketide synthase
112 Acyl carrier protein
543 Aldehydedehydrogenase
379 IsobutylamineN-hydroxylase
427 Ornithineaminotransferase
160 Cyclase/dehydrase
178 Integral membrane protein
184 FAD reductase
39/54
47/59
40/56
42/54
47/64
55ノ70
61/78
44/59
49/63
41/57
72/83
74/85
68/78
50/63
58/70
61/74
76/89
56/74
88/92
71/81
63/71
39/55
MmQ
S ωefゴεダαA3(2)
_41n■
Strepιοmンでessp CM020
MmyR,
S cοJゴο」αA3(2)
BarX,
S√む曇 ねθ
MmfR,
S ωθIゴο」αA3(2)
■ヽmK,
S viridIFaοゴens
SSFG_07824,
Sg力a22aθnSゴsATCC14672
ⅥmJ,
Sv‐■dゴ19c■ens
SSFG_07825,
S gha22aOnSisATCC14672
SG珪6779,S grisθus
subsp.griseus NBRC 13350
SSFG_07830,
S gflanaensisATCC14672
SSFG_07829,
S gLanaθnsおATCC14672
SSFG_07828,
S gLanaθnsおATCC14672
SSFG_07827,
S ghanaensおATCC14672
SSFG_07827,
Sg力a22aO″SゴsATCC14672
SSFG_07826,
Sg力anaθnsisATCC14672
SSFG_07815,
Sg力anaοnsisATCC14672
■ヽmH,
S yfrFdfl%ごθns
SSFG_07817,
Sg力anae22SISATCC14672
Franeanl_5760,
Franttfa sp.EANlpec
■ヽmO,
Svせidゴあcie22S
ⅥmR,
S viridゴんοゴθns
NP 639855
AC188867
NP 639856
BAA23611
NP 639852
AAN10248
ZP 06582128
AAN10247
ZP 06582129
YP 001828291
ZP 06582134
ZP 06582138
ZP 06582132
ZP 06582131
ZP 06582131
ZP 06582130
ZP 06582119
AAN10237
ZP 06582121
YP 001510016
AAN110238
AAN10239
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mヾ■B    2289
ぬわH3   2290
カbθθ   2291
力bF 2292
1/n2fθ
s∝S2
力b″    2295
Fdxσ 2296
2297
んdS2    2298
2299
mゞι4    2300
mゞfr    2301
2302
m222こ41   2303
2304
327 Hypotheticalprotern
335 3-Oxoacyl'ACP synthase III
76 Acyl carrier protein
406 3-OxoacyI-ACP synthase II
506 Amino acid permease
427 Seryl-tRNAsynthetase
260 Enoyl-ACPreductase
108 Ferredoxin
469 Sugar transporter
365 Fatty acid desaturase
66 Hypothetical protern
331 Hypothetical protein
SARP-family regulator
Membrane protein
Methylmalonyl-CoA
decarboxylase cr subunit
Hypothetical protein
60/77
73/84
58/78
73/83
54ノ71
58/70
78/89
69/83
71/82
73/84
57/75
56/68
46/61
55/65
88/98
47/56
MmB,
S. viridifaciens
Franeanl_5756,
Frankia sp. EANlpec
Franeanl-5755,
Frankia sp. EANlpec
Franeanl_5754,
Frankia sp. EANlpec
MmC,
S. viridifaciens
VImL,
S. viridifaciens
SSCG_05216,
S. clavurigerus ATCC27064
sscG_01304,
S. clavurigerus ATCC27 O64
ssFG_O7808,
S. ghanaensis NICCL4672
ssFG_07809,
S. ghanaensis AICCL467 2
ssFG_O7810,
S. ghanae nsi s ATCCT 467 2
VlmA,
S. viridifaciens
VImI,
S. viridifaciens
Francci3_0102,
Frankia sp. CcIS
ssHG_04648,
S. albus JtO74
Sim12,
S. antibioticus
AAN10240
YP 001510012
YP 001510011
YP 001510010
AAN10241
AAN10249
ZP 05007923
ZP 05004117
ZP 06582112
ZP 06582113
ZP 06582114
AAN10236
AAN10246
YP 479225
ZP 06593745
AAL15590
P■s`
Vp2δ
7183
7184
7185
7186
7187
202 Hypotheticalprotein
1517 Modular polyketide synthase
Aqn UDP-glucose:sterol
gl ucosyltransferase
397 Cytochrome P450 hydroxylase
521 TYansmembrane efflux protein
SCAB_79871,
S scatFθコ8722
Franeanl_5756,
Fra22■fa Sp.EANlpec
Cact2696,Caιθ
"υ
lispara
aごdiphifa DSM44928
SSFG_07800,
Sg力anaθnsおATCC14672
SSFG_07825,
S gLanaθnsisATCC14672
46/55
64/76
46/64
45/61
49/64
YP 003493477
YP 001510033
YP 003113452
ZP 06582104
ZP 06582129
Numbers according to http://avermitilis.ls.kitasato-u.ac.jp/.
ldentity/similarity 9J to the homologues using BlastP.
110
4‐4¨4πゴmt壊株 におけるP■sθ‐7mfクラスター とP■sイクラスターの転写解析
p■sθ-lζmfクラスターには推定制御遺伝子として囲 Jが含まれる。VmlIタンパク質は
VlmI(46%)78,町lT(43%)79,vmSS(41%)33などのSARPファミリータンノくク質と高い相
同性を示 し、同タンパク質群に特徴的なDNA結合 ドメインをN末端側に、またbacterial
transcriptional activatorドメインをC末端側に持つ。これまでに、抗生物質の生合成遺
伝子クラスターにコー ドされたSARPファミリータンパク質が、クラスター内の生合成
遺伝子のプロモーター領域に結合 し、転写を活性化することによつて抗生物質の生産を
誘導する機構が知 られている (1‐2項参照)。 SARPファミリータンパク質の認識配列は
7‐9塩基の反復配列で、反復配列 と次の反復配列までのスペーサー部分を合わせると11
塩基になることがわかつている13,17,80。そこで、VmlIが結合するような配列をp■s3πゴ
クラスターの遺伝子間領域より探索 したところ、6カ所より反復配列を見出した (Fig.
4‐4,4-5A)。さらに興味深いことに、pttsイクラスターの遺伝子間領域2カ所にも、先に見
つかつた反復配列と相同性の高い配列を見出した (Fig.4‐4,4‐5D。そこでこれらの11
塩基を1単位 として、22単位の反復配列を比較 したところ、9塩基の反復配列の中でも1
番 目から5番目までの塩基配列が特に保存されていることがわかった (Fig.4-5B)。
以上、VmlIの推定結合配列がp■sθ-lζ
“
fクラスターおよびpttsイクラスターから見つか
ったことから、AvaLlがVmlIを制御することによつて両クラスターの転写を調節 してい
るのではないかと考えられる。そこでayaLI ymff_重破壊株を作製 し、2つのクラスタ
ーの転写をRT‐PCRにより解析 した。その結果、a“LI破壊株で検出されたpttsθ‐lζmfク
ラスターとp揚4クラスターの転写量増加は、ymf遺伝子の破壊によつて抑圧されること
がわかった (Fig.4‐5C)。したがって、a"LI破壊による2つのクラスターの転写活性化
は、囲 」の転写量が増加 したことに起因し、AvaLlはVmlIの発現調節を介 して2つのク
ラスターの転写を制御 していることが明らかとなつた。
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Fig. 4-5 Comparison of nucleotide sequences upstream of putative target genes of
VmlI (A), sequence logo representation of putative Vmll-binding sites (B), and
transcriptional analysis of the pks7-vm1 and pks4 genes in the LavaLlLvmll double
mutant (C). G) The 9 nt direct repeats in the upstream region of putative target
genes of VmlI are shown in boxes. (B) The 11 nt sequences composed of the direct
repeat with spacer of 2 nt were aligned, and submitted for analysis by Weblogo
(http:7*"6logo.berkeley.edu/logo.cgi). The relative sizes of the letters indicate their
likelihood at the particular position given. (C) Total RNA was extracted from mycelia
of the LavaLi mutant (L,avaLD and the LavaLiLvmlldouble mutant (LavaLlL,vmll)
harvested at the indicated cultivation time.
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4Ⅲ4‐5 ym〃プロモーター領域へのAvaLlの結合
Iζmf勁｀どのような転写制御を受けるのか調べるため、ymIのプロモーター領域を解
析 した。まず5′―RACE法によりym」の転写開始点を決定した。その結果、翻訳開始点か
ら159塩基上流にあるGであることがわかった (Fig.4‐6⊃。転写開始点上流にはHrdBタ
イプのシグマ因子が認識するプロモーター領域に見られる‐10,-35領域と相同性の高い
配列が存在 した71,72。また、推定‐35領域 と重なる位置には、ARE様配列囲 IARE(26 bp)
があることもわかつた (Fig.4-6B)。そこでAvaLlがymff‐AREに結合するかをグルシフ
トアッセイにより検証した。大腸菌より調製 したHisタグ融合型rAvaLlタンパク質と、
囲 IAREを含むDNAプローブを混合 したところ、AvaLlとDNAプローブの複合体が検
出された (Fig.4‐6C)。さらにこの複合体に10倍量の非標識特異的DNA断片を添加する
と、AvaLlの標識プローブヘの結合が阻害されたのに対 し、10倍量の非特異的DNA断片
を添加 した時には、AvaLlの標識プローブヘの結合に影響は見られなかつた。 したがつ
てAvaLlは特異的にymff‐AREに結合 していると考えられる。a“LI破壊株でym〃の転
写量が増加 したことを考慮すると (Fig.4‐4)、AvaLlはⅦゴ」0プロモーター領域にある
Ⅶゴ」‐AREに結合することによつて、ymIIC転写を抑制 していると推測される。
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A ymrr‐ARE
GAAAAATACCTTCTCAAAGGAATTATTCTGTGCGAGGATGT
-35                       ‐10
B
avaL2ARE
CAGCATCATCTGGCAAGCACCTCACTCGATGATTACAATTCGTTCACGAACGTATCTTTTATGC...40 nt.…覇…      …115…  お
C
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Non‐specinc DNA
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Fig. 4-6 Binding of rAval,l protein to the promoter regions of vmII and avaL2. (A)
Nucleotide sequences upstream of vmII and avaL2. The transcriptional start points
are indicated as +1. The probable -35 and -10 regions are shown with dotted lines,
and the initiation codons are shown in boxes. The putative Avall-binding sequences
are indicated by solid lines. (B) Comparison of the putative AvaLl-binding sequences
with the ARE consensus sequence defined in Folcher et aI27. Identical residues are
highlighted in black. The letters W Y, and K stand for A or I C or T, and G or I
respectively. (C) Gel-shift assay for the binding of Aval,l to fragments containing
plausible AvaLl-binding sites. Each reaction mixture contained 86 fmol of labeled
probes as well as 8.5 pmol of purified rAval,l protein. Avall-binding specificity was
tested using 860 fmol of specific (unlabeled probe) and nonspecific competitor DNA
( avaL I coding sequence).
ayaと2
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4‐4‐6 AvaLlによるayaL2の転写制御およびAvaL2の機能解析
4‐4‐3項より、オー トレギュレーター リセプターホモログをコー ドするa"L2は
AvaLl‐regulonの一員であることがわかった。ay劇ンのプロモーター領域を解析したと
ころ、転写開始点は翻訳開始点から59塩基上流のAであり、その上流にはHrdBタイプの
シグマ因子が認識するプロモーター領域に見られる-10,‐35領域と相同性の高い配列が
存在した (Fig.4‐6071,72。また、attL2の転写開始点および推定‐10領域と重なる位置に
ARE様西己列a"レARE(26 bp)を見いだした (Fig.4-6B)。そこで、a“L'AREを含む
DNAプローブとHisタグ融合型rAvaLlタンパク質を用いてゲルシフ トアッセイを行つ
たところ、AvaLlのa“L'AREプローブヘの特異的結合が確認された (Fig.4‐6C)。以
上より、AvaLlは"例りのプロモーター領域に結合することにより、その転写を直接抑
制 していることが強く示唆された。
AvaLlによる二次代謝の制御においてAvaL2が果たす役割を調べるため、ay慶フ破
壊株を作製 し表現型解析及び転写解析を行つた。 しかしながら、"例"破
壊によるAVM
生産およびFLP生産への影響は見られず、P揚31とρたsイの転写パターンも野生型株 とほ
ぼ同一であつた (Fig.4‐7)。したがつて、AvaL2はAvaLlによる抗生物質生産制御および
p■sθ‐ymfクラスターとp■s4クラスターの転写制御には関与しないことがわかった。
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Fig. 4-7 Effect of avaL2 deletion on secondary metabolism. (A) Profiles of antibiotic
production and growth of the wild-type strain (solid squares) and L,avaL2 mutant
(open circles). Error bars indicate the standard deviations from triplicate cultures.
Time courses of avermectin production (top) and filipin production (middle), and
growth curves measured by dry-cell weight (bottom). (B) RT-PCR analysis of pksS-1
and pks4 in the wild-type strain (WT), lhe L,avaL2 mutant (A,avaL2), and the A,avaLl
mutant (L,avaLD. Total RNA was isolated from mycelia harvested at the indicated
cultivation times. The numbers of amplification cycles in the PCR were 25 cycles for
rpoD,26 cycles for pks4,27 cycles for avaL2, and 28 cycles for pks?-1.
'lrme (h)
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4‐4‐7 AvaLl′2とAvaRlノR2ノR3の関係
ARE配列はオー トレギュレーター リセプター遺伝子のプロモーター領域から多く見
つかつている27。 このような場合、リセプタータンパク質は自身の発現を調節する、ま
たはリセプタータンパク質が別のリセプタータンパク質の発現を調節することがわかっ
ている。4‐4-5項で示 した通 り、AvaL2の発現はa“ん,AREへの結合を介 してAvaLlに
より制御 されていた。一方AvaLlの場合は、a"LI遺伝子の上流領域にARE様の配列が
存在するものの、a"LI破壊株またはay』フ破壊株の転写解析の結果、オー トレギュレー
ション機構は存在せず (Fig.4‐8D、またAvaL2はayaLIの転写を調節 しないことが判明
した。3章で解析 したa"R遺伝子の場合は、ayaRI、a“R2、ay』憾遺伝子のプロモー
ター領域にARE様配列が存在 し (Fig.3‐11)、これらの配列への結合を介してAvaR3によ
る転写抑制が行われていることが示唆された。
ここで、AvaL1/L2がayaR遺伝子上流 にあるARE様配列への結合 を介 して、
AvaR1/R2/R3の発現を調節するか否か、また逆にAvaR1/R2/R3がAvaL1/L2の発現調節
を行 うかどうかに疑間が持たれた。そこで、a“LI破壊株におけるattR遺伝子群の転写
およびayガ
"破
壊株におけるayaL遺伝子群の転写を解析 した。しかしながら、いずれの
遺伝子においても野生型株 と各破壊株の間に転写パターンの違いは見られなかったこと
から (Fig.4‐8)、AvaLタンパク質とAvaRタンパク質はお互いの発現を調節 しないことが
わかつた。さらに、ay』開遺伝子を破壊 してもルζmf″とρ揚イ遺伝子の転写パターンに影
響は見られなかったことから、AvaRはAvaLl市1御下にあるρたsθ‐y“fクラスターとρたs4
クラスターの制御には関与しないことが明らかとなった。
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Fig. 4-8 Correlation between AvaL proteins and AvaR proteins. (A) RT-PCR analysis
of avaLT and ava& genes in the wild-type strain (WT) and tlne A,avaLl mutant
(L,avaLl). The numbers of amplification cycles in the PCR were 25 cycles for rpoD,
and 26 cycles for the other genes. (B) RT-PCR analysis of avaL7, avaL2, vmIH and
pks4 in the wild-type strain (WT) and t]ne LavaRS mutant (LavaRS). The numbers of
amplification cycles in the PCR were 25 cycles for rpoD, and 26 cycles for avaL7, 28
cycles for vmlH and pks4.
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4…4¨8 AvaLl¨ligand活1生
野生型株の48時間目の培養液から酢酸エチル抽出物を調製 し (Fig.4‐9A)、AvaLlの
DNA結合能に与えるリガン ド様物質の有無をグルシフ トアッセイにより調べた。Fig.
4‐9Bに示 した通 り、酢酸エチル抽出物はAvaLlとDNAの結合を阻害する活性を示 したこ
とから、AvaLl‐igandの存在が示唆された。この酢酸エチル抽出物にはAvaRl‐igand
であるaven01ideも含まれると予想されることから、Sep―Pak C18カラムを用いた逆相ク
ロマ トグラフィーによりAvaLl―igand活性とAvaRl‐igand活性を分離した。20%,50%,
100%EtOHと100%CH3CNによる溶出画分から粗精製物を調製 し、グルシフ トアッセイ
を行つた結果、AvaLl‐ligand活性は100%EtOH溶出画分に検出され、AvaRl‐igand活
性は20%と50%EtOH溶出画分に検出された (Fig.4‐9B)。さらに、合成品aven01ideは
AvaLl‐DNA複合体に対する解離活性を示 さなかつたことから (Fig.4‐9C)、AvaLlの
DNA結合能を調節するAvaLl‐igandはavenolideとは異なる物質であることが示唆され
た。
(Fig. 
 
-9) (A) Scheme of partial purification of Avall-interactive ligand. An ethyl
acetate extract from the wild-type culture supernatant was fractionated by
reverse-phase column chromatography. (B) Effect of the organic solvent-extracts on
the DNA-binding activity of Aval,l and AvaR1. Lane P, vmII-ARE probe DNA (upper
panel) and aco-ARE probe DNA (lower panel). Lane 1, probe DNA plus rAval,l
(upper panel) and probe DNA plus rAvaRl (lower panel). Each reaction mixture
contained various extract from the wild-type culture: Iane 2, ethyl acetate extracti
lane 3, 20% EbOH fraction after reverse-phase column chromatographyi lane 4, 50%o
EIOH fractioni lane 5, L00% EIOH fractioni lane 6, 1o0o/o CHsCN fraction. (C) Effect
of avenolide on the DNA-binding activity of AvaL1. Excess amount (t56 pmol) of
avenolide was added to the reaction mixture.
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4…5考察
4 5¨¨l AvaLlによる二次代謝制御機構
本研究により、オー トレギュレーター リセプターホモログAvaLlはSARPファミリー
タンパク質VmlIの発現を直接抑制することにより、a“五」遺伝子に隣接する二次代謝関
連遺伝子群pttθ‐lζmfクラスターと5.8 Mb離れた位置にあるP■sイクラスターの転写を抑
制することがわかった (Fig.4‐4,4‐5,4‐6)。またa“LI遺伝子の近傍領域にコー ドされる
リセプターホモログAvaL2は、AvaLlにより発現を直接制御 されるものの、AvaLlによ
る二次代謝の制御機構において働きを持たないことが明らかとなつた (Fig.4‐6,4‐7)。
また、SaこumJ"悔の培養液からAvaLl‐igand活性が検出されたことから (Fig.4‐9)、
AvaLl‐igandの生産に応 じてAvaLlによる2つのクラスターの転写抑制が解除されるモ
デルが推定される。
系統樹解析により、AvaLlはブチロラク トン型およびブテノライ ド型オー トレギュレ
ーターのリセプターとは異なるグループに属すことがわかったが (Fig.4-1)、AREコ
ンセンサス配列 と類似 したDNA領域に結合すること、2)経路特異的制御因子を介 して
二次代謝遺伝子クラスターの転写を制御すること、3)AvaLl‐ligandによつて、AvaLlの
DNA結合能が調節されることから、他のリセプタータンパク質と同様の制御形態をとる
ことが明らかとなった。ただし、AvaLl―igandの構造は未解明であり、AvaLlと同じグ
ループに属すMmfRがフラン型のオー トレギュレーターを認識することから、このグル
ープに属す リセプターの特異的な性質は認識するリガン ドの構造にあるとも考えられる。
今後、AvaLl‐igandの構造解析を通して、この点を明らかにしたいと考えている。
121
4‐5¨2p■gθγコfクラスターとP■sイクラスターの関係
放線菌における二次代謝産物の生合成遺伝子群は、一般的に制御遺伝子や耐性遺伝子、
トランスポーター遺伝子とともにクラスターを構成する。pttθ‐ymfクラスターには、ポ
リケタイ ドの生合成に関与すると推定される遺伝子の他にバラニマイシン生合成遺伝子
ホモログや トランスポーター遺伝子が含まれていた。また、このクラスターに属する遺
伝子の転写はymf姉J御遺伝子により同調されていることが明らかとなつた (Fig。4‐5)。
また、P■sθ‐ymfクラスターに含まれる遺伝子のホモログを多数含むクラスター (以降
´
"‐
ymfとよぶ)を他の放線菌Str"ιο
“
″θs ghanaθttsおATCC14672、んιasaιοψο″
sθ
"θ
、Frankゴa sp.EANlpecから見出した (Fig.4‐10)。以上より、ptts3‐ymfクラスタ
ーは生合成遺伝子クラスターとして、ある特定の二次代謝産物の生合成を担つているの
ではないかと推測される。
p"θ‐ymfクラスター内のpttsθフによつてコー ドされるI型ポリケタイ ド合成酵素
Pks3‐2(1,253a.a.)はPks4タンパク質 (1,517a.a.)のN末端側と54%のアミノ酸相同性
を示し、Pks3‐2とカップリングして翻訳されると予想されるI型ポリケタイ ド合成酵素
Pks3‐1(633a.a.)は、Pks4のC末端側と高い相同性を持つことがわかった (Fig.4‐11)。
またpたsθ‐ymfクラスターにコー ドされたSAV 2275タンパク質 (transmembrane efflux
protein)は、pttsイクラスターにコー ドされるSAV 7187と53%の相同性を示した。さら
に、他の放線菌3菌株のP■5v“fクラスターに高度に保存されているcytochrome P450
hydroxylase遺伝子はP■sθ‐ymfクラスターには存在せず、代わりにp■s4クラスターに存
在することがわかつた。以上をまとめると、P■sイクラスターに含まれる5遺伝子のうち、
3遺伝子はpttsθγ
“
fクラスターと重複 し、1遺伝子は他の菌のP鷺‐lζ
“
fクラスターに存在
する遺伝子であることがわかつた。よつてρ■s4クラスターはρ■sθ‐ymfクラスターの一部
が重複および転移を起こして生 じたクラスターであるか、もしくは水平伝播による
P■sγ
“
fクラスター獲得時に、クラスターの一部が挿入されて生じたクラスターである
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と考えられる。どちらの場合にしても、,始4クラスター内にVmlIの結合配列が残されて
いることから、VmlIによる制御そのものは保存されていると考えられる。
本研究により、オー トレギュレーターリセプターが自身の遺伝子の近傍にある生合成
遺伝子群と、離れた位置にある生合成遺伝子群の両方を、制御するメカニズムを明らか
にした。またAvaLlの欠損が、通常は休眠状態にある2つの遺伝子クラスター (計38遺伝
子)を転写活性化に導いたことから、今後培養条件の検討やρttsθ‐lrmfクラスターから欠落
したと考えられるバラニマイシンの生合成遺伝子を導入することによつて、2つのクラス
ターにコー ドされる化合物を同定することが可能になると考えられる。
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Fig. 4-10 The pks?-vml and pks4 clusters in S. avermitilis, syntenic regions of the
pks7-vml cluster on the other actinomycetes genome, and the valanimycin gene
cluster in S. viridifaciens. Genes are color-coded by the predicted function of their
products (See Table 4-1). Conserved gene organization among 4 clusters is indicated
by aruow on genes.
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Pks3‐1
(633a.a.)
町 ‐ F
Pks4
(1,517a.a.)
Pks3‐2
(1,253a.a。)
Fig. 4-It Comparison of amino acid sequences between the deduced proteins
encoded by pksS-I, pksS-2, and pks4. The percentage indicates amino acid identities.
Numbers indicate the position of amino acid residues in the sequences.
4‐5‐3S.a yermゴι」」sにおける2つのオー トレギュレーター制御系
AvaLlはAVMとFLPの生産を聞接的に制御したが、これはAvaR3を介した制御による
ものではなかつた (Fig.4‐8)。 また、AvaLlはAvaRl,AvaR2の発現を調節せず、AvaR3
によるAvaLlとAvaL2への発現制御も見られなかった (Fig.4‐8)。さらに、AvaLlのDNA
結合能を調節するシグナル分子はavenolideとは異なっていた (Fig.4-9)。以上より本菌
には、An/1生産のためのavenolide、AvaRl、AvaR3のつの要素が関与するAvaR制御
系と、pttsθ‐ymfクラスターと,"4クラスターの転写を調節するAvaLlとAvaLl‐igand
をカスケー ドの トップとしたAvaL制御系の2つが存在すると考えられる。放線菌の染色
体ゲノムに2つのオー トレギュレーター制御系がコー ドされ、機能していることを示した
のは今回が初めての報告となる。また一方で、パ1恥1の生産はAvaR制御系による直接的
な制御とAvaL制御系による間接的な制御の両方を受けていたことから、一つの抗生物質
の生産が2つのオー トレギュレーター制御系によつて調節されることも初めて明らかと
1140-1506
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なつた。
染色体ゲノムとプラスミドに一つずつオー トレギュレーター制御系がコー ドされて
いた例を除き、これまで一つの菌体からは一つの制御系しか報告されていない。 しかし
ながら、近年の相次ぐ放線菌ゲノムの解読により、染色体ゲノム上には複数のオー トレ
ギュレーター リセプターホモログがコー ドされていることが明らかとなつてきた。 した
がって、一つの菌体内で複数のオー トレギュレーター制御系が機能 しているのは普遍的
である可能性が高い。今後、S ayermf`JIsにおける2つのオー トレギュレーター制御系
の詳細を明らかにすることにより、有用物質の生産性向上だけではなく、二次代謝産物
の選択的な生産や、休眠中の生合成遺伝子の活性化による新たな抗生物質の発見などに
つながることが期待される。
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第5章 総括
産業微生物である放線菌は、抗生物質や抗がん剤など多種多様な生理活性物質を二次代
謝産物として生産する。この二次代謝産物生産は、低分子シグナル物質であるオー トレギ
ュレーターを起点とした信号伝達機構の制御を受けることが知 られている。オー トレギュ
レーターは転写抑制因子でもあるリセプタータンパク質に結合すると、リセプターのDNA
結合能を失わせ、二次代謝関連遺伝子の転写を誘導する。 しかしながら、リセプターとの
結合以降、どのような信号伝達経路を経て生理活性物質の生産が開始されるのか、そのメ
カニズムの詳細が明らかになっているものはわずかな数の菌株に限られている。
放線菌S aJumゴ励嗜は、寄生虫感染症の治療薬および家畜駆虫薬として全世界で使用さ
れるエバーメクチン (AVM)を生産する。本菌のゲノム上には、5つのリセプターホモログ
(AvaR1/R2/R3とAvaL1/L2)がコー ドされていることから、AVM生産を含む二次代謝の制
御メカニズムに興味が持たれた。本研究では、3 avermゴιJttsにおけるオー トレギュレータ
ーを単離同定すると同時にリセプターホモログの機能を解析 し、放線菌の二次代謝制御に
関する新たな知見を得ることを目的とした。
第2章ではエバーメクチン生産を誘導するオー トレギュレーターの単離同定を行った。
オー トレギュレーター リセプター遺伝子ayaRI胴堀 θの近傍にあるアシルCoA酸化酵素遺
伝子 (acの機能を喪失させると、AVM生産が顕著に低下するとともに、AvaRlのDNA結
合能を変化させる物質の生産も停止 していた。Y‐ブチロラク トン型オー トレギュレーターの
添加、あるいはa“破壊株の培養液抽出物を破壊株に添加 してもAVM生産は回復 しないのに
対 し、野生型株の培養液抽出物はAVM生産を回復させたことから、AVM生産を誘導するオ
ー トレギュレーターは新規構造を有 していることが示唆された。2トン培養液より、AvaRl
のDNA結合能消失を指標にオー トレギュレーターを単離 し、avenolideの化学構造を同定し
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た。Avenolideは、これまで報告されているY‐ブチロラク トン型もしくはフラン型のオー ト
レギュレーターとは異なるブテノライ ド骨格を有 し、その側鎖構造も大きく異なっていた。
共同研究者によって有機合成されたavenolideが、AVM生産を4 nMの最小有効濃度で誘導
したことから、avenolideは新規のオー トレギュレーターであると結論 した。
第3章ではオー トレギュレー リセプターホモログの一つであるAvaR3の機能を解析 した。
AvaR3はDNA結合 ドメインと制御 ドメインの間に、他のオー トレギュレーター リセプター
にはない機能未知 ドメインを持つため、二次代謝におけるAvaR3の役割に注目した。attRθ
破壊株を構築 し、その表現型を解析 したところ、AVM生合成遺伝子の転写パターンが変化
し、AVMの生産が消失 した。また、抗生物質FLPの早期過剰生産が観察されたが、FLP生
合成遺伝子の転写プロファイルには変化が見られなかつた。このことから、AvaR3はAVM
生合成遺伝子の転写を活性化 し、AVM生産を正に制御するが、FLP生産は間接的に制御す
ることが明らかとなつた。またayaRθ変異は固体培養時には形態分化に、液体培養時には
ペ レット形成に影響を与えたことから、AvaR3は抗生物質の生産にカロえて、形態分化およ
び菌糸の凝集を制御するグローバル因子として機能することがわかった。
第4章ではリセプターホモログであるAvaLlとAvaL2の機能を解析 した。系統樹解析で
は、AvaLll■AvaL2と共に、既知のオー トレギュレーター リセプターとは独立したグルー
プに属すことがわかつた。そこで、AvaLlまたはAavL2の二次代謝制御への関与を知るた
め、ayaLヱ及びa“L乏破壊株の表現型を解析 した。32個の二次代謝生合成遺伝子クラスター
の転写パターンを精査 した結果、ayaLI破壊株では、2つの生合成クラスター (pttsθ―ymf
と,鮨4)の転写量が増加していた。Pttθ■ζ
“
f遺伝子クラスターには、クラスター遺伝子の
転写を制御すると予想されるymf鎧伝子が存在する。カ ガ加 実験により、AvaLlタンパク
質がymf鎧伝子プロモーター領域に特異的に結合したことから、AvaLlがlζmf遺伝子の転
127
写を直接的に制御することにより、p■sθγ
“
遺 伝子クラスターの発現を調節すると考えら
れた。また、2つの生合成クラスターにVmlIタンパク質が認識すると推定されるDNA結合
配列を見出したため、VmlIが両クラスターを制御すると予想 した。そこで、ayaLI囲∬
二重破壊株を作製 し解析 したところ、両クラスターの発現増加は抑圧された。したがつて、
AvaLlはVmlIの発現調節を通じて、約5.8 Mb離れて存在する2つの生合成クラスターを制
御すると考えられる。また、a“L乏破壊株では、avaLI破壊株が示す表現型が観察されなか
ったこと、AvaLlはa“RI嬌ワRθの制御に関与 しないこと、avenOlideとは異なる物質が
AvaLlのDNA結合能に影響を与えることから、AavLlはAvaL2を経ずに2つの生合成クラス
ターを制御するとともに、avenolide制御系とは独立して二次代謝を制御 していると考えた。
本研究により、3 aJumゴιifゴの二次代謝を調節する2つのオー トレギュレーター制御系が
明らかとなった (Fig.5)。まず一つ目は、AVM生産を制御するAvaR制御系である。この制
御系には、新規オー トレギュレーターavenolideとそのリセプタータンパク質AvaRl及びリ
セプターホモ ログAvaR3と共に、avenolideの生合成を担 うAcyl‐CoA oxidase(Aco)と
cytochrome P450 hydroxylase(Cyp17)が含まれる。類似の制御機構を持つと推測される生
理活性物質生産菌が他に3菌株見いだされていることから、AvaR制御系による抗生物質生
産誘導のメカニズムが明らかになれば、AVMの生産性向上につながるだけでなく、その知
見を他の放線菌の分子育種にも役立てられると考えている。またavenolideは、Y‐ブチロラ
ク トン型オー トレギュレーターに次いでS麟叩ιοmyces属放線菌に広く分布 していると推測
してお り、avenolideを他の放線菌に投与することによつて、休眠状態にある二次代謝産物
の生産を活性化できると考える。二つ目のオー トレギュレーター制御系は、pttsθ‐ymfクラ
スターとPttsイクラスターの転写を調節するAvaL制御系である。AvaLl‐igandとそのリセプ
タータンパク質AvaLlをカスケー ドの頂点とするこの制御系では、SARPファミリータンパ
ク質VmlIを介 して、離れた2つの生合成クラスターを制御することを明らかにした。
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一つの染色体ゲノムに2つのオー トレギュレーター制御系がコー ドされ機能 しているこ
とを示 したのは今回が初めてであるが、近年の相次ぐ放線菌ゲノムの解読により、複数の
オー トレギュレーター制御系による二次代謝調節は、放線菌に普遍的なものであると考え
られる。二次代謝産物には抗菌活性を持つ化合物の他に、金属イオンの取 り込みに関与す
るものや、周囲の微生物に生育の同調を促すもの、UVなどの外部刺激から自身を守るもの、
植物に感染または共生するためのものなどが幅広く存在する。土壌という比較的生育条件
が変化しやすい環境で、その場に応 じた適切な二次代謝産物を生産するために、このよう
な複雑な制御系が発達 したのではないかと考えられる。そのメカニズムを我々が理解 し利
用することによつて、二次代謝産物の選択的生産や新規化合物の効率的生産が可能になる
と考えている。
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Fig. 5 Autoregulator-signaling cascades in Streptomyces avermitilis
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Appendix 1 The plasmids used in this study
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Appendix 2 Avenolideの構造決定
Appendix 2‐l Avenolideの構造解析方法
lH及び13c NMRスペク トルをJEOL」NM‐ECP 500 FT NMR SYSTEM(lH:500
MHz,13c:125 MHz)を用いて測定した。化学シフ トはδスケールで記載 し、内部標準に
はテ トラメチルシランを用いた。質量分析には」EOL JMS‐700 Mstation spectrometer
を、CDスペク トルの測定にはJASCO」-720を、旋光度測定には JASCO DIP‐1000
polarimeterをそれぞれ使用 した。Avenolideの光学異性を決定するためのキラルクロマ
トグラフィーには、精製avenOlide(1)と合成品 (4810D‐1および (43109-1をMeOH
に溶解 し、各250 ng本目当量をHPLCに供 した (条件3)。
●HPLC条件3
HPLC
Column
Buffer
Wavelength
Flow rate
HITACHI D‐7000,L-7100,L‐7610,L-7450
DAICEL CHIRALPAK①IA‐3(4.6 mm x250 mm)
100%EtOH
200 nm
O.3 mymin
Appendix 2‐2 Avenolideの構造決定
Aven01ideの絶対構造は、北里大学の池田らによって決定された。以下にその詳細を
まとめた。2‐4‐3項で精製 したavenolideの理化学的性状をTable 6‐1に記載 した。高分解
能FAB‐MSスペク トルの解析により、avenolideの分子式をC13H2004と推定 した (m/z
263.1261[M+Nal+)。続いて、lH及び13c NMRスペク トルとHMQCスペク トルを解析 し
た (Fig.6‐1,6‐2,6‐3,Table 6‐2)。1)オレフィンプロトンのシグナル (ク.45,あ.12)と、
カルボニル炭素のシグナル (a73.0)が検出され、HMBC解析 (Fig.6‐4)でオレフィンプ
ロトン (売.12)とこのカルボニル炭素 (a73.0)が隣接 したこと、2)メチン炭素 (売3.0)
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のlHケミカルシフ ト (あ.05)が、海洋放線菌から単離されたブテノライ ド化合物のメチ
ン水素のシグナル (あ.01‐5.05)とほぼ一致 したことより、avenolideは2(5fつ―furanone
構造を有すると考えた。lH‐lH COSYスペクトルの解析により (Fig.6‐5)、Fig.6-6に示
す2位炭素から8位炭素までの相関と、11位炭素と12位炭素の相関を推定した。以上の解
析結果から、Fig.6‐に示す2種の構造を推定した。HMBCスペク トルの解析により、11
位 と13位の相関が検出され、8位と水酸基を持つ四級炭素 (夕9.9)との相関は検出されな
かったことから、avenolideの平面構造は推定構造1(Fig.6‐6)であると考えた。北里大
学の長光らのグループにより合成 された推定構造1の化合物は53、精製avenOlideと合致
するTOF―MSスペク トルとlH及び13c NMRスペク トルを示 した。従つて、avenolideの
平面構造は4,10‐dihydroxy‐10‐methyl‐9‐oxo‐dOdeC‐2‐en‐1,4‐olide(1)と決定した。本平
面構造についての従来の報告はない。
化合物1は2つの不斉炭素を含むため、立体配置を解析 した。化合物1はα,6‐不飽和ラ
ク トン環以外にコットン効果に影響する官能基を持たない。そこで、4位の立体構造の決
定にはCDスペク トル角峯析を用いた。化合物1のCDスペク トルはλmax仏)208(+4.4)nm
となり、正のΠ‐Π'コツトン効果を示 した (Fig.6‐7Do Fig.6-7Bに示 した既知ブテノラ
イ ドのCDスペク トルとの比較により81、4位の立体構造は4Sであると決定した。次に10
位炭素の立体配置を明 らかにす るため、キラル クロマ トグラフィーによ り合成品
4こ10■1及び4810S‐1と精製avenOlideの溶出時間を分析 した (Fig.6‐8)。4610R‐1が
精製avenOlideと同じ溶出時間を示 したことから、10位炭素の立体配置を10Rと決定した。
に avenolide A 絶
(4810月)‐4,10‐dihydroxy‐10‐methyl‐9‐oxo‐dOdeC-2‐en‐1,4‐olideと渉t,きした。
を造構対上以
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Table 6'1 Physiochemical properties of avenolide
Appearance Colourless oil
Molecular formula CreHzoO+
Molecular weight HRFABMS[M+Na]* 268.126I (calcd. 268.t259)
Specific rotation[o]n23 +22.O (c 0.01, MeOH)
UV absorption (MeOH) tr-," (log e): 208 (a.t3) nm
CD spectrum (MeOH) I-u, (Ad:208 (+4.4) nm
t41
Fig. 6-1 1H NMR spectrum (500 MHz, CDCIs) of the new compound avenolide (1)
イ
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
，
?
?
‐??
．??
．
?「
‐?
、?．
〓
?
【
?
??「?【?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
，
?
?
?
142
Fig.6‐2 13c NMR spectrum(125 MHz,CDC13)Ofthe new compound avenolide(1)
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Fig. 6-3 HMQC spectrum (500 MHz, CDCIJ of the new compound avenolide (1)
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Fig. 6'a HMBC spectrum (500 MHz, CDCD of the new compound avenolide (1)
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Fig。6‐51H-lH COSY spectrum(500 MHz,CDC13)Ofthe new compound avenolide(1)
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Table 6‐2 NWIR chemical shifts of avenolide in CDC13
Position 昴 (mult,Jin Hz) &
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
6.12 (1H, dd, 5.9,2.r)
7.45 (1H, dd, 5.9, r.4)
5.05 (tH, m)
1.83 (tH, m)
1.72 (tH, m)
r.46 (2H, m)
1.69 (2H, m)
2.s7 (1H, dddd, 14.b,9.2,6.4,8.2)
2.48 (1H, dddd, 14.s, 7,8, 6.4, 9.7)
1.72
0.80
1.34
(2H,q,7.3)
(3H,t,7.3)
(3H,s)
173.0
121.8
156.1
83.0
33.1
24.8
23.3
35.5
212.0
79.0
32.5
7.8
25.3
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Proposed 2
Fig. 6-6 Structures of new (compound 1) Streptomyces autoregulator. Lefti
Chemical structures of natural avenolide (f). nignti The COSY (bold lines) and
HMBC (arrows) correlations of avenolide (1). Double arrow indicates cross peak in
HMBC of (1). Broken arrow indicates the HMBC correlation that was not observed
in the analysis.
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Fig. 6'7 CD spectrum of avenolide (1)
effects with absolute configulation (B).
(A) and correlation of the butenolide Cotton
3
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Natural avenolide
16 18 20 (min)
Fig. 6-8 HPLC chromatogram for assignment of the chirality of avenolide. Natural
avenolide was eluted at 16.0 min, synthetic 10-E-1 was eluted at 16.0 min, and 10S-1
was eluted at 16.3 min.
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Appendix 3 Oligonucleotides used in this study
Primer
For construction of mutants
aco-up-Fw
aco-up-Re
aco-dw-Fw
aco-dw-Fw
avaR3-up-Fw
avaR3-up-Re
avaRS-dw-Fw
avaR3-dw-Re
aval,l-up-Fw
aval,l-up-Re
aval,l-dw-Fw
aval,l-dw-Re
aval2-up-Fw
aval2-up-Re
aval2-dw-Fw
aval2-dw-Re
vmll-up-Fw
vmll-up-Re
vmll-dw-Fw
vmll-dw-Re
loxP_resist_loxP_HindIII- Fw
loxP_resist-loxP_HindIII- Re
loxP-resist_loxP_SpeI- Fw
loxP_re sist_loxP_SpeI-Re
m lloxP_re sist_m 1 loxP_SpeI- Fw
m lloxP_resist_m 1 loxP-SpeI-Re
Sequence(5:‐3')a
CTCGAGAATTCTGGGCGAAGAGCATGTTCTCGTT
CTCGACAAGCTTGAACAGGTTGTAGTGGATGCTCG
CTCGAGAAGCTTAACCTCGTGATCTGGGTGAAGG
CTCGAGAATTCGACCACGCCGAGCGACATCTGAA
CTCGAGAAGCTTATCTCAACCGGCGGGTCCCGAT
GGACTAGTGATCGCGCGTTCCTGTCTGACC
GGACTAGTCCCGCTTCTCGACGCTGCTGCT
CTCGAGAACCTTCCCGAAAGCAGGGCTGGGCACT
CTCGAGAAGCTTCGTCCACAGGATTGTGACGCAG
GGACTAGTGGAGACGGGTCCTCTGTCCGTT
GGACTAGTCATCTCCTGGGTGCTGAACGAC
CTCGAGAAGCTTGCGTCTACGGGTTCCTCGACAA
CTCGACAACCTTTACCAGTCGGCGGGGTCGATGT
GGACTAGTACACGGTCGTAGGTACGCAGGG
GGACTAGTACGATGTGGGACGCCCTGGCTC
CTCGAGAAGCTTAAGGCGTCGATGATCTCCTCCA
CTCGAGAAGCTTAGGGCGTGAACCCGAAGTGCA
GGACTAGTCATCTCGAGTGCGCCGAGAATC
GGACTAGTTGGACAACGCGATCCTCTCCCA
CTCGAGAACCTTTGACGATGTAGGCGCCCCCGTA
CTCGAGAAGCTTCAGTGAGTTCGAGCGACTCGAGA
CTCGAGAAGCTTCTGGTACCGAGCGAACGCGTA
CTCGAGACTAGTCAGTGAGTTCGAGCGACTCGAGA
CTCGAGACTAGTCTGGTACCGAGCGAACGCGTA
CTCGAGACTAGTCAGTGAGTTCGAGCGACTCGAGT
CTCGAGACTAGTCTGGTACCGAGCGAACGCGTT
of complemented exconjugant
CACCAATGGCTCGCTCCTGCCG
For construction
aco-comp-Fw
150
aco-comp-Re
avaR3-comp-F*
avaR3-comp-Re
aval-l-comp-Fw
aval-l-comp-Re
For RT'PCR analysis
i) Control gene
rpoD-Fw
rpoD-Re
ii) Avermectin biosynthetic genes
aveAl-Fw
aveAl-Re
aveA4-Fw
aveA4-Re
aveBI-Fw
aveBI-Re
aveBIII-Fw
aveBIII-Re
aveBIV-Fw
aveBIV-Re
aveBVIII-Fw
aveBVIII-Re
aveD-Fw
aveD-Re
aveG-Fw
aveG-Re
aveR-Fw
aveR-Re
iiil Filipin biosynthetic genes
pteAl-Fw
CGAACGGCACGAAGAGTGAGC
CACCCGGACCTGACGTCCGTTCAG
TTCTGGCGGGTACTGCTGCCGC
CACCGGCTGGAGGAAACTGAGCACTT
AGAGGCGGCCTTCCTCGACTGA
ACTCCCTGTCACCGTCCTCAC
CGCGCCAAGAACCACCTCCT
CCGTTACCGCCGAGGCTTCTGTC
CGCCTGACAGGCCAGATGCAAAG
CAACCGCGTTACTGCCGATCTC
CGCGTAGTCCTGGGACATGAGG
CGCTTCTCCACGATGCAGTCGG
GCGTGCAGTGCCTCCATCACAC
CGAACGGTACGGAGTCGGAGAG
GCTTCCCCCGCAATACTCATCA
GAGCATGCTGACGACTGGGATG
CGTTCGGCGTCGAGTTTCTGAC
ACACCAGTGCTCCCCTCCACAC
CCTGCGTGATGACCAGGTCCAT
ACCGGGTCGTGTTCACCCGTGC
CATAGCCGATGTCCGGCGTCCA
CGCCTACTTCCACGGTGTTTCC
CCGGTTGGTAGCGGTACGTCTC
TGCTCGAAGAGCACACCGAGGC
CCGGTCAATTCTCCTTCCCGCA
TTCTCCTCGATGACCGGTGTCT
151
pteAl-Re
pteB-Fw
pteB-Re
pteD-Fw
pteD-Re
pteF-Fw
pteF-Re
pteG-Fw
pteG-Re
pteR-Fw
pteR-Re
iv) avaR and its neighbor genes
avaRl-Fw
avaRl-Re
avaRl-3'-Fw
cyp17-Fw
cyp17-Re
cyp17-5'-Re
cyp17-3'-Fw
avaR2-Fw
avaR2-Re
avaR3-Fw
avaRS-Re
avaR3-5'-Re
v) AvaLl-regulon
sav2264-Fw
sav2264-Re
sav2265-Fw
sav2265-Re
avaC-Fw
avaC-Re
GTGTTGAGCCTGTGACGCAGTT
TCATCGGGATGCGGCAGCGCCA
ATCGAAGTCGCGACGGTTGACG
CTTGGACGACATGCTGGCGAAA
CCGCAGCAGTTCTTCCACCACT
ATTTCGCCCAAGTTTCCTGACG
ACACCCTGCCGACTGAGGTAGA
TCAAGACGATCCGTCAGCAGAA
CCTTGTTGATCCGGTCGAAGAG
CACAGGGAGGTTGGAACAGGAC
CCGAGTGAGGCTCAACAACTCA
GGCCCTCTACTTCCACTTCAC
CCCCGACTCCCGCTGCTTCAT
GGACTAGTAAGCCGCCATGAAGCAGCGGGA
CGGCAGAAGTACGTGAAGCAAC
GTGCACAGAGGTTCACGGTTC
CACGTACTTCTCCCGTACGACG
CTCGAGAAGCTTTCCTTCATCGTCAACGGGTACGG
AGGGCTACACACAGGCGAGGCT
AGCGACTGGCCGGAGAGCCACT
TTCCATTTCCCCAGCAAGGCCG
CCCACTCCTGCCATCTGCGGTA
GGACTAGTGATCGCGCGTTCCTGTCTGACC
CGACAACACGATCGTCAGCACA
ACCACACCACGGTGACCAGACC
GTGACGGAGCGGACGGAAGCGG
TCCAGAGTGATGTCCGGCAGCG
GCCCTGAATTCCTCCGCCACTA
CGAGGAGTTCCCGTGCCAGGAC
152
avaB-Fw
avaB-Re
aval2-Fw
aval2-Re
avaA-Fw
avaA-Re
aval,l-Fw
aval,l-Re
aval,l-5'UTR-Fw
aval,l-S'UTR -Re
vmlK-Fw
vmlK-Re
vmlJ-Fw
vmlJ-Re
fabHT-Fw
fabHT-Re
pks3-1-Fw
pks3-1-Re
vmlH-Fw
vmlH-Re
fabF-Fw
fabF-Re
vmlC-Fw
vmlC-Re
sav2297-Fw
sav2297-Re
fadS2-Fw
fadS2-Re
vmlA-Fw
vmlA-Re
vmII-Fw
vmll-Re
mmdAl-Fw
TGGACGAAAGCGTGAACGATAC
GTCCTGTGCCAGGAGTCACGTA
CCCTGCGTACCTACGACCGTGT
CGGTGTCGGTCTCCGTCCAGAA
GGGAGAGCAAAATCGTTTCCCC
GCTTCGAGATCACGGATCCGAC
CAACGGACAGAGCACCCGTCTC
CACGATGTCCTCCCGGTCGTTC
ACTCCCCACGGTGGCAGGAAGG
ATGGTACCGGACACGGGTGCTCTGTCCGTT
AGGCGTCCTTGTACACGCTGTT
TTCTCCTGGACCATCTCGGAGT
ACTCGGGCTACAAGATGCTGTG
GTCCGATCCCGTGCTGGTACTC
GACGGAAGGGCTTCGCCCGTG
GCGGAGAGGCTGAATCCCGCT
ACTCCGGGGACCTCTCGGACCT
GTCCACCCACACCTGCGTGTCC
CGTCTCCATGCACCACTTCACC
AGCATCTCGAACCAGACGAACC
ATCATCACTCCCCTGGTCATGG
CAGATGTCCGGTGACTCCCTTC
ACATGGGCGACCTGTTCTTCGT
GACCCGGTGAGCATGTCGAAGT
CTACTCGGGCTTCTCCCTGCTC
CCCAGAAGATCCACACCATCAC
TCGATCCCCGCTACTACATACG
TGAACACGAGCGTCAGATAGAC
TCATGCAACTGCGCAACAAGAT
TGTACGAAAGCTGGGTCTGTGC
GTGAACGAGGGCCAGTCCATCT
ATCAGCTGCTCGCAGAAGCGTT
CTGGGCCACCAACATCATCTGC
153
mmdAl‐Re
sav2304‐Fw
sav2304‐Re
sav2305‐Fw
sav2305‐Re
fadE10‐Fw
fadE10‐Re
xylA‐Fw
xylA―Re
sav7183‐Fw
sav7183‐Re
pks4‐Fw
pks4-Re
cyp26‐Fw
cyp26‐Re
sav7187‐Fw
sav7187‐Re
iolG2‐Fw
iolG2‐Re
CTCCGCCTTGTACGCCTTGACC
ACCACCCCCTGCATACGCATCG
TCACGGTGCCTGCCAGCTGTGC
AGGACCGAGCGCATCAACCCGC
GGTAGTCGCGGCCCGCCAACTC
TGACCGCATTCTCGCTCGATCC
GATGCGGCGAGAGCATGTCGAG
ACCTGATCCCCTTCGGGTCCTC
CCATCTGCTCGTGACCCACCTC
ACGGCTCGACCGACAAGAAGTC
ACTTGCGGTCCCCACCACCGAC
ACGTGTGCTGGTTCTGGCAGTC
GGGCTGCTCAGGGGAGTCGAAG
GGTCGATTTCCATTCGGTGTTC
CAACGTTATCCTGGGCTATGGA
CTCCCTCGTCACTCCGCAGGTA
GGCGAACAGTCCGACGGAGAAC
ATGCGTATCGGCATCATCGGTC
ACCCAGCGGATCATGTCGAAGT
vi) Biosynthetic genes for secondary metabolism
tpcl-Fw
tpcl-Re
pks11-2-Fw
pks11-2-Re
nrps6-Fw
nrps6-Re
nrpsT-1-Fw
nrpsT-1-Re
crtE-Fw
crtE-Re
melC2-Fw
melC2-Re
TCTGGGTTTGGTCGGCGACGGA
ATGATCCGCAGCTGCGGGCTGT
CCGGCTCGACACCCAGTCCTAC
GCTATCGGCAGGGCCTCGCTCT
CGTCAACATCATGCCCTTCGAG
CCGAAGAGTCGGGCATACGTGA
GACGAGGTCTATCCCGCACAGC
CGAGGTCGGTCTCCATCAGCTC
ACCCGGTCCCAGTTCGTGTCGT
CGAGTACAGCGCGCTCTTGAGG
GTCACGACCCACAACGCCTTCA
ACGCGGTTGTGCAGGTTCACAC
154
nrps8-Fw
nrps8-Re
pks2-1-Fw
pks2-1-Re
hopA-Fw
hopA-Re
geoA-Fw
geoA-Re
pksS-Fw
pksS-Re
pks9-3-Fw
pks9-3-Re
sppA-Fw
sppA-Re
olmAl-Fw
olmAl-Re
ptIA-Fw
ptlA-Re
tpc2-Fw
tpc2-Re
nrps3-1-Fw
nrps3-1-Re
nrpsl-1-Fw
nrpsl-1-Re
nrps2-1-Fw
nrps2-1-Re
pks8-1-Fw
pks8-1-Re
hpd-Fw
hpd-Re
sidA-Fw
sidA-Re
melC2-2-Fw
TCTCCGCCTATCTCGGTCAGGT
GCAGATCCAGGAACGGGTAGCA
GACCAGCCGTACCTGTGGTTCT
GATCTGGTCGCGCACATAGCTG
ACTGTTCATCAGGGGCGAGCAG
AATCCGTCCCAACTCACCATCG
CCGACTTCCATATCCCGTTCCA
CAGCTCTCGGTCATCACGTCCA
GCCGCACTCATGAGTCAGGTCC
TCTGCCGTCTCATCCCCTTCGA
GAGTAGGGCAGTCCCGGAGAAC
GAACGAGAGATAGGCCCTCACA
GCGCACGTGTGTACTCCGAGAT
ACGGACAACACGTTGCGGAGTT
CCTTCCCATGGACGGGTTCTAC
CGTGACGTCCAGCGGTATCCAG
TACGACTCGGCCGGTCACTACC
CCCGTCCATCCGGTACTTCTCC
TTCCTCGGCAAGAAGTGGAACG
CGCAATGCATTCCTCCACTCGT
CACAAGCGGCTGGTCGGCTATG
TCTTGAAGACCTGGCGGACCTT
CCCCACTGGAGCACCAGGACTT
TTCGGCGTAGGTGAGCCGGAAG
GTTCCAGGTCGCGTTCACGATG
ACGTCAGATCCGTCCCCTCGAA
CCATGTGCTCGACCTGGATG
GAGCTTGCTCGTCAGCAGTT
CTTCCCGGTGAAGGGAATGGAC
GGAGGTAGGGGCCGTCGTAGCC
CACTACGTCAAGACGGCTCTGT
GGTCGTACGCGTAGAAGCTGTG
AGTTCGTGCGCATGCACATCAA
155
meIC2-2-Re
ectA-Fw
ectA-Re
nrps5-Fw
nrpsS-Re
rppA-Fw
rppA-Re
nrps4-Fw
nrps4-Re
pksl-3-Fw
pksl-3-Re
For expression of recombinant
rAvaRl-Fw
rAvaRl-Re
aval,l-N
aval,l-C
CCGGTTGTGGTTGCGCCACGAA
ACACGCAGACCTGCAAGCGGAA
GTGGGAGAGGGGGCCGATGCGG
GTGCCAAGGCCCTTCAGCTTCT
CCGACAGATCCACCTCGGACTC
GATGGACTTCAGCTCCGACACC
CCCGCGTCGATGATGTAGAAGT
TCCGGAACGCTGCAGTTCATTA
GTGACGTGGCCGGTCTGGATAC
CTCTCCGACAACGATGCCTTTC
AGGAAACCGTCCTCACCGATCT
protein
CATGCCATGGCCCGTCAGGAACGAGCCATTCGG
CGCGGATCCGGACAGTCACTCCAACGTCCGTGC
GATTGCACATATGGACGTCATGAGTAGCGAGC
GCTCGAGGTCCAGTGGCACGAAGGCGTCGAT
For construction of probe for
aco-gel-Fw
aco-geI-Re
avaL2AREl
avaL2AP'E2
vmlIAREl
vmlIARE2
M13-47
RV
For 5''RACE
avaRl-GSP1
avaRl-GSP2
avaR2-GSP1
avaR2-GSP2
gel‐shift assay
AAGGATCCAGAAGGGCTGAGGAAGGGCT
AAGGATCCCGCCCTCTCACAAACCACTC
CGATGATTACAATTCGTTCACGAACGTATCTTTTATGCTT
AAGCATAAAAGATACGTTCGTGAACGAATTCTAATCATCG
TCAACAGAAAAATACCTTCTCAAAGGAATTATTCTGTGCG
CGCACAGAATAATTCCTTTGAGAAGGTATTTTTCTGTTGA
CCCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC
TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC
GTTGCCGCCTCGTATCCCACCT
ATGGTACCAATCGTCTGCCGCGTCCGAAT
GATGTCGGCCAGCCTCGCCTGT
TAGGATCCCGGCGCGTTCCTGTTTCGTC
156
AVAR3-GSP1
AVAR3-GSP2
AVAL2-GSP1
AVAL2-GSP2
VMII-GSP1
VMII-GSP2
For qRT'PCR
avaRl-Real-Fw
avaRl-Real-Re
avaR2-Real-Fw
avaR2-Real-Re
avaR3-Real-Fw
avaR3-Real-Re
rpoD-Real-Fw
rpoD-Real-Re
GTCGACACCGAGACCACTTCGT
ATCGTACCACTCGATCAAGGCGTTGCGC
TAGGATCCCCCCGTAGAGCGCTCCCTTCGT
TAGGATCCCGTGTAGCCGTATCGGGCGAAC
GGGTCTGGATCAGGGTCCGCTG
ATGGTACCGGATCTGGAGTGCGCCGAGAAT
ATCCGATCGTCCAGGGCAGTG
TCGAAGACGGACTGCGTGTGC
GCCTTCGAACGGCAGGGCTAC
GCCACCTCTGCCTTCCTCTCG
ACCCCCATCAGCAACGGAGCG
GATCGCCCGTTCCTGTCTGAC
CCGCGGATCAGACCGAGGTT
CGCGCCAAGAACCACCTCCT
u Restriction sites are underlined.
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